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ANOTACE 
 
Tématem této diplomové práce je statistické vyhodnocení fylogeneze biologických sekvencí 
pomocí fylogenetických stromů. V teoretické části vypracujeme literární rešerši metodologie odhadu 
průběhu fylogeneze na základě podobnosti biologických sekvencí (DNA a bílkovin), kde se zaměříme 
na nepřesnosti v odhadu, čím jsou způsobeny a na moţnosti jejich odstranění. Poté srovnáme metody 
pro statistické vyhodnocení správnosti průběhu fylogeneze. V praktické části navrhneme algoritmy, 
které budou slouţit pro testování věrohodnosti konstrukce fylogenetických stromů na základě 
bootstrappingu, jackknifingu, OTU  jackknifingu a PTP testu, které budou schopny z biologických 
sekvencí ve FASTA kódu vykreslit fylogenetický strom metodou neighbor  joining a lze také měnit 
distanční model a substituční matici. Abychom mohli tyto algoritmy pouţít pro statistickou podporu 
fylogenetických stromů, musíme ověřit jejich správnou funkci. Toto ověření vyhodnotíme na 
teoretických sekvencích aminokyselin. Po ověření správné funkce algoritmů, si demonstrujeme 
jednotlivé statistické testy na reálných 10 sekvencích ubikvitinu savců. Tyto výsledky analyzujeme a 
vhodně okomentujeme.  
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ABSTRACT 
 
The topic of my diploma thesis is the statistical evaluation of biological sequences with the 
help of phylogenic trees. In the theoretical part we will create a literary recherche of estimation 
methodology concerning the course of phylogeny on the basis of the similarity of biological sequences 
(DNA and proteins) and we will focus on the inaccuracies of the estimation, their causes and the 
possibilities of their elimination. Afterwards, we will compare the methods for the statistical 
evaluation of the correctness of the course of phylogeny. In the practical part of the thesis we will 
suggest algorithms that will be used for testing the correctness of the phylogenic trees on the basis of 
bootstrapping, jackknifing, OTU  jackknifing and PTP test which are able to the capture phylogenic 
tree with the method neighbor  joining from the biological sequences in FASTA code. It is also 
possible to change the distance model and the substitution matrix. To be able to use these algorithms 
for the statistical support of phylogenic trees we have to verify their right function. This verification 
will be evaluated on the theoretical sequences of the amino acids. For the verification of the correct 
function of the algorithms, we will carry out single statistical tests on real 10 sequences of mammalian 
ubiquitin. These results will be analysed and appropriately discussed. 
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ÚVOD 
Diplomová práce se bude zabývat statistickým vyhodnocením fylogeneze biologických 
sekvencí. Tato statistická podpora topologie fylogenetických stromů je vhodná pro výrazné zpřesnění 
výsledků fylogeneze. V této diplomové práci vytvoříme algoritmy, které budou realizovat jednotlivé 
statistické metody pro podporu topologie fylogenetických stromů. Tyto algoritmy ověříme                    
a aplikujeme na reálné sekvence, které podrobíme fylogenetické analýze.  
V rámci teoretického úvodu do této problematiky vypracujeme literární rešerši metodologie 
odhadu průběhu fylogeneze na základě podobnosti biologických sekvencí. Nejprve si teoreticky 
popíšeme vstupní data pro analýzu fylogeneze. Poté se zaměříme na jejich převod do podoby, která 
bude vhodná pro statistické vyhodnocení této diplomové práce. Především se však budeme zabývat 
metodami zarovnání nukleotidů a aminokyselin a také metodami pro výpočet matice evolučních 
vzdáleností mezi sekvencemi.  
Dále se seznámíme s pojmem fylogenetický strom, který nám umoţňuje popsat evoluční vztahy 
mezi jednotlivými sekvencemi a také, jakým způsobem za daný čas divergovaly. Jakmile se 
seznámíme se základním popisem fylogenetických stromů, naváţeme konstrukcí fylogenetických 
stromů. Také si popíšeme nepřesnosti fylogenetické analýzy a k jakým moţným chybám dochází 
v průběhu konstrukce fylogenetických stromů. Budou popsány chyby způsobené nesprávnou volbou 
vstupních dat a  chyby způsobené nesprávnou volbou výpočtu evolučních vzdáleností pro nukleotidy   
a aminokyseliny.  
  Jakmile si osvojíme teorii fylogenetických stromů, budeme schopni se zaměřit na statistické 
testování pro zvýšení robustnosti fylogenetického stromu. Primárně se seznámíme s resamplingovými 
testy, které předpokládají, ţe výsledný fylogenetický strom není ovlivněn změnou pozic v sekvenci. 
Mezi ně se řadí jackknifing a bootstrapping. Resamplingové testy podpoříme další metodou podpory 
topologie stromu, a to srovnáním dvou fylogenetických stromů. Následně si objasníme, jaký vliv má 
na výslednou topologii stromu odstranění jedné z deseti sekvencí, tedy jednoho OTU. Posledním 
analyzovaným testem pro zvýšení statistické významnosti topologie stromu bude PTP test, který 
vychází z předpokladu, ţe výsledný fylogram není náhodným „nejlepším“ spojením OTU, ale je 
evolučně podloţeným na základě vstupních dat.  
Na základě těchto poznatků sestrojíme algoritmy v prostředí MATLAB, které budou 
realizovat výše zmíněné algoritmy pro zvýšení robustnosti topologie fylogenetických stromů. Po 
sestrojení těchto algoritmů si ověříme, zda dané algoritmy splňují teoretické poznatky. Ověření 
správné funkce si budeme demonstrovat na teoretických sekvencích aminokyselin, které si sami 
navrhneme. Bodově bude popsán princip těchto algoritmů s příslušnými výstupy a přiloţenými 
vývojovými diagramy. Programy budou realizovány v grafickém prostředí GUI.  
Po ověření správné funkce algoritmů budeme schopni analyzovat reálné biologické sekvence 
aminokyselin deseti vhodně vybraných savců. Tyto sekvence si popíšeme a na základě jejich 
podobnosti a dle biologické klasifikace budeme schopni predikovat evoluční příbuznost těchto savců. 
Poté vytvoříme strom, který by měl odpovídat fylogenetickému stromu sestrojenému metodou 
neighbor joinig. Pokud bude tato predikce potvrzena, pak bude malou mírou zvyšovat statistickou 
významnost výsledného stromu. 
V závěru práce se budeme zabývat stěţejní problematikou statistického vyhodnocení jiţ 
zmíněných sekvencí pro zvýšení věrohodnosti výsledného fylogenetického stromu. Zaměříme se na 
vliv substituční matice a distančního modelu na výpočet evoluční vzdálenosti. Dále podpoříme 
topologii stromu všemi teoreticky analyzovanými testy. Tyto výsledky vhodně prezentujeme. 
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1 FYLOGENETIKA 
 Na Zemi ţije nesčetné mnoţství druhů organismů, které mají společného prapředka (LUCA – 
Last Universal Common Ancestor). Druhy je moţné hierarchicky uspořádat do jednotlivých skupin 
vyšších řádů dle jejich fenotypu a genotypu. Hierarchie těchto taxonů (skupina organizmů se 
společnými znaky – říše, kmen, třída, čeleď, rod, druh) je dána vznikem jednotlivých druhů v průběhu 
evoluce. Do dnešní doby byly popsány 2 miliony druhů ţijících organismů z několika desítek ţijících. 
Proto je velkým zájmem molekulární fylogenetiky fylogeneticky popsat evoluci všech organismů, 
které doposud nebyly popsány. Tento obor se snaţí rekonstruovat průběh evoluce a evolučních vztahů. 
Ta popisuje postupné odvětvování evolučních linií od linie vedoucí ke společnému předku všech 
druhů. Kladogenezi popisujeme pomocí stromového grafu (dendrogramu), na kterém pořadí a 
umístění jednotlivých větví vyznačuje pořadí a umístění odvětvování jednotlivých evolučních linií 
organismu. Anageneze jsou změny ve vlastnostech organismů docházející za určitý čas u jednotlivých 
druhů v příslušných evolučních linií. 
 Na základě znalostí anageneze a kladogeneze lze odvodit fylogenezi a konstruovat tak 
fylogenetický strom. Fylogeneze je pojem znamenající vývoj druhů organismů. Je to proces, který 
nelze přímo pozorovat a musíme se na něj dívat retrospektivně. Moţnost si proces prohlédnout 
přichází s jeho rekonstrukcí na základě evoluční teorie pomocí fylogenetických stromů, [1,20]. 
 
 
1.1 Molekulární fylogenetika 
 
 Jedná se o fylogenetiku vyuţívající molekulární znaky pro zjištění příbuznosti jednotlivých 
taxonů na základě podobnosti makromolekul. Molekulární znaky vyjadřují sled monomerů 
v biopolymeru. Tyto vlastnosti monomerů můţeme vyjádřit pomocí genomických sekvencí, které jsou 
volně dostupné v databázích v symbolické podobě. Tato reprezentace genů je pro zpracování 
nedostatečná, proto se tato data převádí na formu signálovou na základě chemické podobnosti 
nukleotidů. Ty lze odlišit dle jejich vazby, molekulární struktury a radikálů. 
 Molekulární znaky nám dávají řadu výhod. Máme k dispozici libovolné mnoţství znaků, 
vzhledem k velikosti geonomu organismů. Jednotlivé molekulární znaky jsou distinkční a také nám 
umoţňují porovnávat a třídit organismy, které si nejsou vzájemně příbuzné a podobné. Jsou 
jednoznačně popsatelné. Genetická informace je v DNA zapsána v digitální formě, tudíţ je moţnost ji 
kódovat například do alfabetických znaků a předat ji v této podobě bez jakékoliv ztráty či zkreslení 
informace, [1,2]. 
 
 
1.1.1 Studium fylogeneze založené na analýze DNA 
 
 Jednotlivé mutace mění sekvence DNA v průběhu evolučního vývoje. Tomuto průběhu se říká 
molekulární evoluce. Tyto mutace probíhají v sekvencích zpravidla náhodně, proto dochází 
k rozdílným změnám v daných vývojových liniích. Dle podobnosti sekvencí DNA je moţné posuzovat 
příbuznost organismů. Musíme však vědět, ţe k jednotlivým mutacím dochází u daných organismů  
různou substituční rychlostí pod rozdílným mutačním tlakem. U taxonů, které jsou si příbuzné, se 
sekvence vyvíjí rychleji neţ u vzdálenějších taxonů, kde se změny kumulují pomaleji, [3,4,20]. 
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1.2 Získání molekulárních sekvencí 
 
 Nejvhodnějším zdrojem molekulárně-biologických dat jsou výsledky laboratorního 
sekvenování či data  dostupných internetových zdrojů. Zjištění pořadí nukleotidů sekvenováním má 
řadu výhod a patří mezi metody přímé.  
 Znaky v sekvenci představují jednotlivé nukleotidy či aminokyseliny a obsahují informace o 
jejich vlastnostech. Tyto vlastnosti a konkrétní znaky budou popsány v kapitole č. 1.3. Pokud jsou 
sekvence dostatečně dlouhé a proměnlivé, jejich porovnáním získáme informace o mutacích 
nukleotidů na daných pozicích a tím informaci o fylogenezi zkoumaných organismů. Tato metoda nám 
umoţní zjistit, ve kterých znacích se jednotlivé druhy liší a odhadnout selekčně neutrální znaky. Toto 
je výhodou molekulární fylogenetiky, kterou jiné metody nepřinášejí.  
 U přímé metody získání sekvencí musíme nejprve získat část DNA, která se sekvenuje a je 
pouţita pro fylogenetickou analýzu. Ta se nazývá molekulární marker (DNA-marker). Bylo vyvinuto 
poměrně velké mnoţství technik slouţících k sekvenování DNA, které se liší některými základními 
principy a dále především cenou a rychlostí. Dvěma základními metodami je tzv. Maxam-Gilbertovo 
sekvenování a Sangerovo sekvenování. Obě meotdy mají společné to, ţe vyuţívají k roztřídění 
sekvencí gelové elektroforézy. Liší se však způsoby, jak tyto sekvence vznikají. Sangerova metoda je 
výhodnější zejména v tom, ţe se při ní nemusí vyuţívat toxické látky.  
 Také lze pouţít metody nepřímé, které jsou finančně a časově méně náročné, avšak neodhalují 
všechny genetické rozdíly mezi studovanými druhy a navíc často poskytují znaky, které nejsou 
selekčně významné. Patří sem metody jako hybridizace DNA a imunologické metody zkříţené 
reaktivity protilátek, které umoţňují stanovit distance mezi sekvencemi, [1,2,4,5]. 
 
 
1.3 Převod a zpracování dat 
 
 Jak jsme jiţ zmínili, sekvenováním vznikají genomická data, která lze poté reprezentovat 
mnoha způsoby do pořadí jednotlivých nukleotidů, a to reprezentací těchto dat symbolickým zápisem.  
Nukleotidy jsou řazeny dle směru biosyntézy makromolekul od 5´konce DNA vklána k 3´ konci.  
Protoţe jsou vlákna DNA antiparalelní, můţeme k sekvenci zapsané ve směru 5„->3„ dopočítat 
komplementární vlákno tj. sekvenci zapsanou ve směru 3„->5„. Jedná se o standardizovaný formát 
zápisu sekvencí a vyuţívá IUPAC kódování. Pro zápis DNA  je pouţita abeceda čtyř znaků S{A, C, G, 
T} odpovídající dusíkatým bázím adeninu, cytosinu, guaninu a tyminu, [3,4,5]. 
 
Tabulka č. 1 IUPAC kód nukleotidů: 
IUPAC kód Název 
A adenin 
C cytosin 
G guanin 
T thyimin 
U uracil 
N cokoliv 
R puriny 
Y pyrimidiny 
 - mezera 
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  Ze čtyř druhů bází je moţné sestavit 64 kombinací tripletů, tj. potenciálních kodónů, ale jen 61 
jich kóduje jednu z dvaceti aminokyselin (20 symbolů), zbylé tři jsou terminační. Pokud symbolický 
zápis nukleotidů převádíme do symbolického zápisu aminokyselin, dojde k degenerativním změnám, 
které způsobí ztrátu značné části původní genetické informace. Zpětná transformace je nejednoznačná, 
neboť více kodónů kóduje jednu aminokyselinu (viz tabulka č. 2 ). 
 
Tabulka č. 2 IUPAC kódy aminokyselin a jejich kodóny 
  Aminokyselina Kodóny 
IUPAC KÓD Zkratka Název   
A Ala alanin GCT,GCC,GCA,GCG 
C Cys cytosin TGT,TGC 
D Asp asparát GAT,GAC 
E  Glu glutamát GAA,GAG 
F Phe  fenylalanin TTT,TTC 
G Gly glycin GGA,GGT,GGC,GGG 
H His Histidin CAT,CAC 
I Ile  izoleucin ATC,ATA,ATT 
K  Lys lysin AAA,AAG 
L Leu leucin TTA,TTG,CTT,CTC,CTA,CTG 
M Met methionin ATG 
N Asn asparagin AAT, AAC 
P Pro prolin  CCT,CCC,CCA,CCG 
Q Gln glutamin CAA,CAG 
R Arg arginin CGT,CGC,CGA,CGG,AGA,AGG 
S Ser serin TCT,TCC,TCA,TCG,AGT,AGC 
T Thr threonin  ACT,ACC,ACA,ACG 
V Val valin GTT,GTC,GTA,GTG 
W Trp tryptofan TGG 
Y Tyr tyrosin TAT,TAC 
X Xxx cokoliv   
 
 
  Nevýhodou symbolického zápisu je špatná aplikovatelnost pro matematické modely a 
algoritmy. Proto bylo vytvořeno několik typů numerických zápisů sekvencí, tak aby byla moţnost 
aplikovat na sekvenci standardní metody číslicového zpracování signálů (FFT, WT, filtrace HP, DP).  
Numerická reprezentace je dána transformací symbolického zápisu do numerické formy dle numerické 
mapy. Numerická mapa je konvence, podle které přiřadíme nebo dopočítáme kaţdému symbolu jeho 
odpovídající numerickou hodnotu. Numerická mapa je také mapou, jejíţ výsledný digitální signál 
ponese stejné mnoţství informace jako sekvence v symbolickém zápisu, tj. všechny biologicky 
významné charakteristiky sekvence jsou vyjádřené odpovídajícím matematickými vlastnostmi 
výsledného digitálního signálu. Mapa by neměla zavádět další vlastnosti, které původní sekvence 
nenese, měla by být dostatečně jednoduchá, aby umoţňovala rychlé a efektivní zpracování, a byla 
čitelná i pro lidského operátora, [3,4,6].  
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1.4 Evoluce sekvence DNA 
 
 Z předchozích kapitol víme, ţe evoluce sekvence je doprovázena mutacemi, které se hromadí 
v DNA. Pro krátké úseky se určují bodové mutace. Tyto bodové mutace se dělí na substituce (náhrada 
nukleotidu jiným nukleotidem), inzerce (vnoření nukleotidu do řetězce DNA) a delece (odštěpení 
nukleotidu z řetězce a nahrazením mezerou (gap)). 
 Substituce se dále dělí na tranzice a transverze. U transice dochází k záměně pyrimidinového 
nukleotidu na pyrimidinový a purinového na purinový. U transverze se mění pyrimidinový nukleotid 
na purinový a naopak. Obecně dochází častěji k transícím neţ-li k transverzím. 
 
Příklady transící a transverzí: 
 
Transice – 4 moţnosti (A –›G, G –›A, C –›T, T –›C ) 
Transverze – 8 moţností (A –›C, A –›T, T –›A, T –›G, G–›T, G –›C, C –›A, C –›G). 
 
 Tyto mutace však neprobíhají současně a stejnou rychlostí, jelikoţ podléhají rozdílným 
mutačním tlakům. Je proto nutné určit veličinu zvanou mutační rychlost, která popisuje vliv 
náhodného vzniku mutací na frekvenci určité alely v genofondu populace. Tato rychlost změn 
alelových četností je v průběhu generací velmi malá z důvodu malé rychlosti spontánních mutací. 
Další důleţitou veličinou je rychlost evoluční nukleotidové substituce, která popisuje změnu sekvencí 
u jedinců v přirozených populacích. Pokud se jedná o gen kódující proteiny, zabýváme se především 
záměnou aminokyselin. Rychlost vývoje můţe být tedy v různých částech genu rozdílná, [5,7,9,20].   
 
 
 
1.5 Modely evoluce sekvencí  
 
 Kvantitativní modely nám umoţňují zjistit podobnost dvou sekvencí, neboť zjišťují mutace 
vzniklé během vývoje jedince. Pro malé úseky sekvencí se počet mutací určí pomocí zarovnání těchto 
sekvencí a zhodnocení počtu jednotlivých mutací. Matematicky se jedná o  podíl rozdílných míst k 
celkové délce sekvencí.  
 
 
Př.    
 
                                     Mateřská sekvence 
 t 
 
           1. Dceřiná sekvence   ACTGTC               2. Dceřiná Sekvence  AGACTC 
 
     Obr.č.1  Popis evoluční vzdálenosti za čas t 
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 Na obrázku č.1 vidíme dvě dceřiné sekvence, které vznikly ze společného předka, mezi nimiţ 
je evoluční vzdálenost d za čas t. Tyto dvě sekvence se navzájem liší na 2., 3. a 4. pozici, tzn. ţe 
proporcionální vzdálenost (p-distance) mezi nimi je dána poměrem substitucí v sekvencích a celkovou 
délkou sekvence (p=3/6). 
Máme několik druhů substitucí, při kterých vznikají z mateřské sekvence dceřiné. Mezi ně patří:  
a) Jednoduchá substituce (viz obrázek a) ) – jedna substituce a jedna je viditelná. 
b) Souběţná substituce (viz obrázek b) ) – dvě substituce a jedna je viditelná. 
c) Paralelní substituce (viz obrázek c) ) – dvě substituce a ţádná viditelná. 
d) Zpětná substituce – došlo ke dvěma záměnám v jedné větvi a nevidíme ţádnou. 
e) Sbíhavá substituce – v jedné větvi více záměn, konečné stavy shodné, vidíme jen jednu 
záměnu. 
 
 
                 G                                          G                                          G                              
                                     
 
 
 
               G          ≠           C                 C         ≠           A                  A          =         A  
 
Obr. č. 2  Jednotlivé typy substitucí (a),b),c)) 
 
 Při znalosti společného předka dvou sekvencí tedy známe jen počet viditelných substitucí mezi 
dvěma sekvencemi (konečné stavy), ale nevíme, jaké mutace tomuto stavu předcházely (mezistavy). 
Skutečný počet substitucí je tedy vyšší neţ viditelný počet záměn mezi dvěma sekvencemi. Pro 
přepočet p-distance na evoluční vzdálenost můţeme pouţít pravděpodobnostní rozloţení popisující 
výskyt řídkých jevů v určitém časovém intervalu, např. Poissonovo, Gama, apod. Pokud chceme 
sestavit model substituce v sekvenci nukleotidů, můţeme tato teoretická rozloţení modifikovat pomocí 
známých faktů o bodových mutacích a případně vytvořit na jejich základě matice mezistavů a 
přechodů mezi nimi, [7,8,20].  
 
 
1.5.1 Modely evoluce nukleotidových sekvencí 
 
 Evoluce organismů můţe být popsána kvantitativními modely. Tyto modely umoţňují určit 
podobnost dvou sekvencí, míru (počet) mutací vzniklých vývojem, atd. Nejjednodušším způsobem 
modelování je zarovnání sekvencí a výpočet rozdílných pozic nebo podíl rozdílných míst k celkové 
délce sekvencí. Tyto bodové mutace jsou vypočítány jako podíl mutací na jednotlivých pozicích ku 
celkové délce sekvence. Tento poměr je nazýván jako p-distance. 
 
Př.   1. sekvence :      A C T G C T  
        2. sekvence :     A G A G C A 
        Substituce :           *  *         * 
         p-distance = 3/6 
 
 Bohuţel p-distance určuje pouze koncové stavy, ale ne mezistavy mutací. Pro lepší výpočet 
evoluční vzdálenosti je proto nutné aplikovat matematické modely. Pokud aplikujeme jednotlivá 
pravděpodobnostní rozloţení na proporcionální vzdálenost získáme evoluční vzdálenost. Tyto 
pravděpodobnostní rozloţení určují výskyt řídkých jevů a patří  sem Poissonovo, Gamma rozloţení aj. 
Tato rozloţení lze modifikovat a vytvořit matice mezistavů a přechodů mezi nimi.  
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 Nejjednodušším evolučním modelem je Jukesův-Cantorův model, který bere frekvenci 
výskytu pro všechny nukleotidy se stejnou váhou a je vyjádřen rovnicí č. 3. Je zde určena frekvence 
přechodu α, která určuje přechod z jednoho nukleotidu na druhý. Také je často nazýván 
jednoparametrickým modelem. Dále zde máme sloţitější matematické modely pro výpočet evoluční 
vzdálenosti, které zohledňují více vlastností nukleotidů a jsou tedy víceparametrické. Mezi ně patří 
Kimurům, Tamurův a Tamurův – Neiův model a ty budou podrobněji rozebrány v kapitole č. 2.4.2, 
[7]. 
 
 
 
                                                      A          C 
                Stavy 
 
 
            
              Přechody 
     
      G           T 
 
Obr. č. 3 Jukesův – Cantorův model přechodů 
 
 
                                                      )1ln(


p
d JC                                                     (1), 
kde:            α = ¾ pro nukleotidy 
       p = p-distance 
       d = evoluční vzdálenost 
 
 
 
1.5.2 Modely evoluce proteinových sekvencí 
 
  Tyto kvantitativní modely se zaměřují na výpočet evoluční vzdálenosti mezi aminokyselinami  
pro sekvence proteinů. Máme dva rozdílné přístupy k vyhodnocení. Prvním přístupem je výpočet 
substitucí aminokyselin v proteinové sekvenci a druhým je výpočet nukleotidové substituce 
v kodonech.  
 
  Prvním přístup pracuje se sledem aminokyselin podobně jako s posloupností nukleotidů a 
počítá  rozdílné pozice z celkové sekvence. Jedná se o výpočet p-distance. 
 
 
Př.   1. sekvence :      V L D I  Q G  
        2. sekvence :       - J  D R Q G 
        Substituce :           *      *   
 
                                                              p-distance= ns/N = 2/5                                               (2), 
 
kde:  ns= počet substitucí 
         N = počet aminokyselin v sekvenci proteinu bez skórovacích  pomlček. 
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 Stejně jako u modelů evoluce nukleotidových sekvencí, i zde se jedná pouze o výpočet 
konečných stavů. Proto musíme aplikovat pravděpodobnostní modely pro popis řídkých jevů a tím 
vypočíst evoluční vzdálenost. Těmito modely jsou jiţ zmíněné binomické, Poissonovo a Gamma 
rozdělení. Tyto modely lze spolu i kombinovat. Např. Jukes-Cantor společně s Gamma korekcí. 
Nyní si popíšeme Jukesův – Cantorův model pro aminokyseliny. Tento model byl původně odvozen 
pro bílkoviny. 
                                                                  )1ln(
B
p
Bd                                                    (3), 
 
kde:  p= p-distance 
        B= 19/20 pro aminokyseliny, udává pravděpodobnost změny na jiný znak. 
 
 Druhým přístupem modelů evoluce proteinových sekvencí je jiţ zmiňovaná kodónová 
substituce. Zde se sekvence aminokyselin chápou jako posloupnosti kodónů, které jsou dány třemi 
nukleotidy. Z předchozích kapitol jiţ víme, ţe jedna aminokyselina můţe být zapsána více kodóny, 
proto ne vţdy jedna substituce znamená změnu aminokyseliny. Proto jsou definovány dva typy 
mutací, a to synonymní, kdy změnou jednoho nukleotidu nedojde ke změně aminokyseliny a mutace 
nesynonymní, kdy naopak ke změně aminokyseliny dochází. Poměr těchto typů mutací v sekvenci 
odlišuje teorii evoluce přírodním výběrem a neutrální molekulární evoluci. Můţe se také stát, ţe dojde 
k neplatné substituci a vznikne terminační kodón. Pro výpočet evoluční cesty z kodónového zápisu se 
vyuţívá dvou metod a to metoda Nei-Gojobori, která počítá evoluční vzdálenost z počtu synonymních 
a nesynonymních substitucí odděleně a metoda Li-Wu Luo, která je dvouparametrickým modelem. 
Jedná se o aplikaci Kimurova modelu na stanovení synonymní a nesynonymní p-distance, [8,33]. 
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2 FYLOGENETICKÉ STROMY 
 Fylogenetický strom je grafickým znázorněním příbuzenských vztahů mezi různými 
taxonomickými jednotkami, o nichţ lze předpokládat, ţe mají společného předka. Příbuzenské vztahy 
se zde posuzují na základě morfologické či genetické podobnosti. Místo taxonomických jednotek 
mohou ve fylogenetických stromech vystupovat přímo jednotlivé biologické druhy nebo i 
jednotlivé geny těchto druhů. Takto vzniklé struktury se označují fylogramy a jak z názvu vyplývá, 
připomínají strukturu stromu. 
 Anatomie stromů je sloţena z jednotlivých části, které nazýváme kořenem (reprezentující 
společného prapředka analyzovaných sekvencí), listy (představující jednotlivé biologické druhy), 
větve (určující evoluční vzdálenost) a jsou spojeny pomocí struktur zvaných uzly (posloupnost 
spojování listů a evoluční příbuznost taxonů).  
  Z fylogenetických stromů lze určit evoluční vzdálenost pomocí délky větví, to ale závisí na 
volbě konstrukční metody stromu. Některé metody konstrukce fylogenetických stromů tuto vzdálenost 
zanedbávají. 
 Ve stromech je moţné přehazovat jednotlivé větve, ale nesmí být zaměněny uzly pro 
vyhodnocené větve (viz obrázek č. 5), [10,11,12]. 
 
 
 
                                        KOŘEN 
 
                                                                          Vnitřní větev 
 
           Vnitřní uzel 
                              
   
                       
Vrcholový uzel 
 
 
           A             B      C      D     E          F 
 
Terminální (vnější) větev 
 
  Obr. č. 4 Anatomie fylogenetického stromu 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
A      B  C  D   E        D    E  A   B   C 
 
Obr. č. 5 Vhodné přehození větví 
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2.1 Druhy fylogenetických stromů 
 
 Fylogenetické stromy můţeme dělit dle několika kritérií. Hlavní dělení je dle výskytu kořenu 
stromu, a to na kořenové (viz obr. č. 5) a nekořenové stromy (viz obr. č. 6). Dále jsou děleny dle 
obsahu znázorněných informací na fylogram a dendrogram, který se dále dělí  na kladogram a 
fenogram. Dalším kritériem je dělení na základě větvení. Pokud DNA sekvence se dělí na dvě 
následné sekvence v okamţiku vzniku druhů nebo duplikace genů, jedná se o fylogenetické stromy 
bifurkované. U krátkých sekvencí nemusí být vznik druhů reflektován nukleotidovou substitucí a 
vznikají stromy multifurkované.. 
 
Kořenový strom je základním a přirozeným modelem. Pro všechny druhy má jednoho společného 
předka všech OTU. Větve stromu se postupně větví ve směru od kořene k listům.  
 Nekořenový strom neobsahuje společného nejstaršího předka nebo není přesně identifikován. 
Umístění kořene v nekořenovém stromu však lze odhadnout vloţením vnější skupiny, která je 
dostatečně vzdálená od ostatních druhů. Na obrázku č. 7 je znázorněn nekořenový typ fylogenetického 
stromu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 6 Kořenový strom 
 
 
 
V případě předpokladu bifurkovaného kořenového evolučního stromu je počet moţných topologií dán 
vzorcem č. 4. Pak počet větví stromu je roven 22 m , kde m je dáno počtem sekvencí. 
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                                                            (4). 
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 Obr. č. 7 Nekořenový strom 
 
 
 
Pro nekořenový bifrukovaný evoluční strom je počet moţných topologií roven vzorci č. 5. Počet 
větví je roven 32 m . 
 
 
                                              (5). 
 
 
 
 
Tabulka č. 3 Srovnání počtu topologií stromů 
 
 Z tabulky č. 3 vyplývá, ţe počet moţných topologií narůstá se zvyšujícím se počtem vstupních 
dat. Řešením je pouţití algoritmů zaloţených na metodách heuristických namísto deterministických. 
Ty předem vylučují moţnosti, kde není předpokládán správný výsledek. Tyto algoritmy značně sniţují 
výpočetní náročnost, ale mohou zavést do analýzy chybu. 
 Nyní popíšeme jiţ zmíněný dendrogram, který je speciálním typem stromu. Ten bere jako 
vstupní data pro konstrukci stromu matice evolučních vzdáleností (distance matrix methods) nebo 
znaků (cluster analysis). Kladogram popisuje nejjednodušší znázornění topologie fylogenetického 
stromu, nejedná se však o schéma kladogeneze. Vyjadřuje pouze pořadí odvětvování jednotlivých 
taxonů od společných předků, ale zanedbává míru jejich vzájemné příbuznosti nebo také zahrnuje i 
informace o anagenezi jednotlivých organismů. Délky větví nemají ţádný význam a bývají proto 
vykresleny jako stejně dlouhé, [10,11,12,33]. 
 
 
 
Počet OTU (sekvencí) Počet moţných topologií 
kořenového stromu 
Počet moţných topologií 
nekořenového stromu 
1 1 1 
2 1 1 
5 105 15 
6 945 105 
7 10 395 945 
10 34 459 425 2 027 025 
15 2 x 10
14 
8 x 10
12 
20 8 x 10
21 
2 x 10
20 
30 5 x 10
38 
9 x 10
36 
50 3 x 10
76 
3 x 10
74 
)!3(2
)!52(
3 

 m
m
m
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2.2 Konstrukce fylogenetických stromů a příslušné modely 
 Fylogenetické stromy lze realizovat více způsoby, které se od sebe liší nejen postupem 
konstrukce, ale také typem vstupních dat. Proto je nutné si uvědomit, jaké informace chceme získat 
z výsledné fylogenetické analýzy, a které nedostatky a výhody vyplývají z dané konstrukční metody. 
Tato kapitola se bude zabývat metodami sestrojení fylogenetických stromů, které nám poskytují velké 
mnoţství informací o evolučním vývoji zkoumaných taxonů a jejich příbuznosti. 
Nejprve si definujeme, jaká kritéria si zohledňujeme při hodnocení konstrukcí. Poté tyto metody 
rozdělíme na  dva základní postupy konstrukcí, které se liší především vstupními daty, a jsou jimi 
metody distanční a znakové.  
 
 
 
2.2.1 Hodnocení konstrukčních metod 
 
Nejjednodušeji se vyhodnocuje výkonnost. Výkonnost udává, jak je daná metoda rychlá. 
Metody zaloţené na optimálnosti obsahují algoritmy, které negarantují nalezení nejlepšího stromu. Pro 
větší počet taxonů nebo znaků spoléháme na tzv. heuristické metody jejich hledání. Některá kritéria 
optimálnosti však lze hodnotit rychleji neţ jiná (např. metoda maximální úspornosti je o několik řádů 
rychlejší neţ metoda maximální pravděpodobnosti), a proto pro tato kritéria dokáţe heuristická 
analýza porovnat během stejné doby větší počet stromů. Dalším kritériem je síla. Ta popisuje, jak 
velké mnoţství dat musíme mít, abychom mohli s velkou pravděpodobností předpokládat, ţe daná 
metoda dospěje ke správnému výsledku. Praktická uţitečnost však vyţaduje téměř nekonečnou 
nukleotidovou sekvenci. Pro další kritérium – konzistenci - platí, ţe s přidáváním dalších znaků 
metoda koreluje ke správnému výsledku. Pro nás velmi důleţitým kritériem je robustnost, která 
popisuje do jaké míry drobné odchylky od vstupních předpokladů (např. od evolučního modelu) vedou 
k nesprávnému odhadu fylogenetických vztahů. Robustnost stromu se hodnotí statistickými testy, 
které budou analyzovány dále. 
 Je tedy nutné volit takovou metodu, která bude mít pro naši analýzu co nejvyšší význam (např. 
rychlost na úkor přesnosti). 
 
 
2.2.2 Znakové metody 
 
 Vstupními daty pro konstrukci znakovými metodami jsou sekvence znaků. Kaţdá pozice je 
definována digitálním znakem, který odpovídá nukleotidu či aminokyselině. Tento znak nabývá 
přesně vymezených hodnot. V kapitole č.1.1.5 jsme se zmiňovali o jednotlivých mutacích nukleotidů, 
které mohou být dány evolučním procesem. Tato metoda pracuje s těmito mutacemi a určuje 
pravděpodobnost změn těchto hodnot. Z těchto mutací je vyhodnocována substituce. Změna je tedy 
rovna substituci aminokyseliny nebo nukleotidu na dané pozici. Z toho vyplývá, ţe znakové metody 
zacházejí se sekvencí jako se souborem nezávislých znaků. Tato metoda je ve své podstatě 
univerzálnější neţ metoda distanční. Lze ji převést na distanční model. Znakové metody jsou také 
velmi výhodné, jelikoţ vytvoří všechny reálné anatomie stromů a z nich vybírá stromy, které splňují 
dané podmínky. Znakové metody tedy vyuţívají kritéria optimality, [11,14]. 
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2.2.3 Distanční metody 
 
 Základním logickým principem konstrukce stromů je shlukování OTU s nejmenší vzájemnou 
evoluční vzdáleností. Jedná se o metody zaloţené na výpočtu podobností mezi jednotlivými 
sekvencemi. K výpočtu evoluční vzdálenosti mezi dvěma a více sekvencemi se pouţívají matematické 
modely. Tyto modely vypočítají ze sekvence znaků matice evolučních vzdáleností. Na základě tohoto 
popisu sekvencí  lze rekonstruovat jejich evoluční vývoj a jejich distanci. Nejprve je nutné sekvence 
zarovnat, poté mezi sebou porovnat, čímţ vypočteme proporcionální vzdálenost a nebo aplikovat 
matematické modely, čímţ získáme evoluční vzdálenost. Tyto jednotlivé výpočty budou popsány 
v kapitole č. 2.4.1, [11,14]. 
 
 
 
 
 
 
 
2.3 Konstrukční meotdy fylogenetických stromů 
 V této kapitole se zaměříme na konkrétní konstrukční metody, jak na distanční tak i na 
znakové. Budou zohledněny výhody a nevýhody jednotlivých metod spolu s algoritmy a postupy 
konstrukce. 
 
2.3.1 MP (maximum parsimony) 
 
 Metoda maximum parsimony patří mezi znakové konstrukční metody. Tato metoda vytváří 
optimální strom z hlediska minimálního celkového počtu mutací nezbytných k dosaţení pozorovaných 
sekvencí. V některých případech se při hodnocení stromů přiřazuje jednotlivým evolučním událostem 
různá váha, například je-li známo, ţe některé nukleotidy či aminokyseliny mutují snáze či hůře neţ 
ostatní. V základní variantě tato metoda opět vyţaduje konstrukci všech moţných fylogenetických 
stromů a jejich následné ohodnocení. Pro zefektivnění prohledávání prostoru stromů lze pouţít 
například metodu Branch and bound, která je schopná prohledávání omezit pouze na „nadějné“ 
stromy, [11,13,14]. 
 
Postup vyhodnocení: 
 
1) Nalezneme fylogeneticky informativní místa (nejméně 2 dvojice se společnou formou znaků). 
2) Sestavíme všechny potenciálně existující stromy. 
3) Pro kaţdý strom najdeme nejpravděpodobnější nukleotid ve vnitřních uzlech a vyznačíme 
mutace. 
4) Pro kaţdý strom spočítáme celkový počet mutací  na všech pozicích. 
5) Jako nejpravděpodobnější strom vybereme variantu s nejmenším počtem mutací. 
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Nedostatky a přednosti 
Jedná se o výpočetně velmi náročné metody. Většina algoritmů netestuje úplně všechny potenciálně 
moţné fylogramy, takţe existuje nenulová moţnost, ţe správná topologie fylogramu nebude odhalena. 
Není efektivní při zpracování sekvencí s proměnlivou mutací jednotlivých pozic. Naopak výhodou je, 
ţe výsledný strom vzniká jako konsenzus stromů nejlepších pro jednotlivé pozice.  
 
 
2.3.2 ML (maximum likelihood) 
 
 Jedná se taktéţ o znakovou konstrukční metodu. Odhady získané metodou maximální 
věrohodnosti se vyznačují dobrými vlastnostmi. Princip této metody je zaloţen na předpokladu, ţe do 
náhodného výběru se nejčastěji dostávají ty hodnoty statistického znaku, které mají v základním 
souboru největší pravděpodobnost, resp. hustoty pravděpodobností. Za odhad neznámého parametru se 
zvolí taková hodnota, která při daných realizovaných hodnotách náhodného výběru maximalizuje 
funkci věrohodnosti, [11]. 
 
Postup vyhodnocení: 
 
1) Konstrukce funkce věrohodnosti. 
2) Ověření shody daného modelu se skutečností na základě pozorovaných dat.  
 
 
 
Nedostatky a přednosti 
 Základem ML odhadu je přesný popis pravděpodobnostního modelu, resp. pravděpodobnostní 
funkce. Je-li tento popis reálné situace nepřesný, pak jsou získané odhady nekonzistentní se získanými 
daty. Věrohodnostní funkce jsou velmi komplikované. Důsledkem jsou funkce, pro které nemusí 
existovat analytické řešení a při hledání maxima je pak nutné pouţít numerické metody. 
Přednosti maximálního věrohodnostního odhadu vycházejí z asymptotických vlastností. Pro nízké 
počty pozorování je tedy vhodnější pouţít jiné metody odhadu. Jedná se ale o metodu nejpřesnější, 
jelikoţ prohledává všechna dostupná data a pracuje se všemi pozicemi, porovnává je zvlášť. Zachytí 
tedy bodové mutace a generuje nám více moţných stromů. 
 
 
2.3.3 ME (minimum evolution) 
 
 Metoda minimální evoluce pracuje s daty distančními, ale pomocí kritéria optimality. Počítá 
sumu délek všech větví pro všechny moţné stromy, a to znamená, ţe je vysoce výpočetně náročná. 
Z těchto stromů vybírá takový strom, jehoţ součet délek větví má nejniţší hodnotu ve srovnání                
s ostatními. Délky větví musí být vypočítány metodou nejmenších čtverců. Výsledný strom se 
většinou příliš neliší od stromu získaného metodou NJ. Určitého zjednodušení lze dosáhnout vyuţitím 
heuristických algoritmů, které z analýzy vyloučí nevhodné stromy, [13,14].  
 
Postup vyhodnocení: 
 
1) Výpočet matice vzdáleností všech párů sekvencí.  
2) Vypočítá se první topologie a zkouší se, jak jsou rozloţeny distance. Délky větví se mění 
tak, aby byly rozloţeny co nejlépe. Nejlepší skóre vycházející z rovnice pro minimální 
evoluci je uchováno v paměti.  
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3) Skóre se určí i u dalších topologií.  
4) Projde všechny topologie a vybere tu s celkově nejniţším skóre.  
 
Nedostatky a přednosti 
Velkým nedostatkem této metody je výpočetní náročnost, kterou jsme zmiňovali jiţ výše. Naopak 
tomu je výhodou, ţe prohledává všechny moţné konstrukce stromů a vybírá z nich nejvhodnější 
strom. 
 
2.3.4 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)  
 
 Je hierarchickou shlukovací metodou. Představuje nejjednodušší metodo a má řadu omezení. 
Tato distanční metoda byla pouţívaná původně ve fenetice. Jedná se v podstatě o jednu z variant 
shlukové analýzy. Metoda předpokládá stejnou rychlost kumulace mutačních změn v jednotlivých 
větvích fylogramu, takţe se dnes pouţívá jiţ spíše výjimečně. Je účelné ji nahradit spíše výpočetně 
stejně nenáročnou metodou neighbor joining, případně metodou Transformovaných vzdáleností. 
 Tato metoda pracuje s maticí distancí, kde vybírá nejmenší distanci mezi dvěma sekvencemi. 
To znamená, ţe shluky jsou vytvářeny kombinací dvou (jsou moţné jen dichotomie). Tyto dvě 
sekvence jsou spojeny pomocí dvou větví a uzlu. Obě sekvence jsou nahrazeny v matici za nově 
spojenou dvojici - uzel a vypočítá její vzdálenost od ostatních sekvencí. Párové vzdálenosti ke 
kaţdému shluku jsou střední hodnotou vzdálenosti ke všem členům shluku. Tyto kroky se opakují do 
té doby, dokud nejsou ve výsledném stromu spojeny všechny taxony, [11,13]. 
 
Postup vyhodnocení: 
 
  1) Sestrojíme trojúhelníkovou matici vzdáleností kaţdého s kaţdým. 
 2) Najdeme v tabulce nejmenší hodnotu (např. dAB).  
3) Dvě OTU (druhy) s nejmenší vzájemnou vzdáleností spojíme do jedné OTU a vypočítáme 
vzdálenost této OTU od ostatních. 
4) Sestavíme novou tabulku vzdáleností. 
5) V ní opět nalezneme dvojici OTU s nejkratší vzdáleností {např.  (AB)C)} 
    členy této dvojice opět spojíme do sloţené OTU. 
6) Vypočteme vzdálenosti a sestrojíme novou “tabulku”. 
7) Sestrojíme dendrogram - postupně spojujeme jednotlivé dvojice OTU, ve stejném pořadí, v 
jakém jsme je spojovali v tabulce. 
8) Kořen umístíme do středu poslední větve. 
 
Nedostatky a přednosti 
Má pouze jedno řešení. Zanedbává různou rychlost evoluce jednotlivých OTU. Jejím výsledkem je 
fonogram. Je velmi jednoduchá a výpočetně nenáročná. 
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2.3.5 N-J (Neighbor joining) 
 
 Tato distanční metoda, stejně jako UPMGA, pracuje na iterativním postupu, při němţ v 
kaţdém kroku spojuje dva sousedy v jeden uzel. Provádí shlukování výběrem sousedních sekvencí, 
jejichţ součet délek větví vůči ostatním sekvencím je nejmenší. Tato metoda začíná s hvězdicovitého 
stromu, kde jsou spojeny všechny OTU v jeden centrální uzel (multifurkace). Poté vybere dvojici 
OTU s nejmenší distancí a vypočítá sumu délek větví od jejich společného uzlu ke zbylému 
hvězdicovému uspořádání. Rekurzivně se tak tvoří v kaţdém kroku nový strom pro menší mnoţinu 
objektů. Jelikoţ tato metoda bere v úvahu nestejnou evoluční vzdálenost je jejím výsledkem fylogram, 
[11,13,14]. 
 
Postup vyhodnocení: 
 
Jelikoţ základem algoritmu vytvořeného v programovém prostředí Matlab bude právě metoda 
neighbor joining, zaměříme se na postup podrobněji.  
 
1) Máme matici distancí a všechny OTU jsou spojeny do hvězdicovitého uspořádání. 
 
 Tabulka č. 4 Matice vzdáleností                                                                                                    
                      
                           A             B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            C                                                                                       
                                                                                                Obr. č. 8 Hvězdicový strom 
 
2) Nyní vypočteme sumu všech distancí Dx pro všechna OTU označených N dle vzorce 
  )2/(NDS xx  
SA = 3+6/(3-2) = 9 
SB = 3+4/(3-2) = 7 
SC = 6+4/(3-2) = 10 
3) Spočítáme pár pro nejmenší (M), kde jijiji SSDM  ,,  
MA,B = 3-9-7   = -13 
MA,C = 6-9-10 = -13 
MB,C = 4-7-10 = -13 
Pokud jsou si M rovny, vybereme tedy jeden z nich. My zvolíme A, B 
4) Vytvoříme uzel U1, který spojuje pár s nejniţším Mij dle )/2S–  (S   /2D  S jiijIU   
SU1A = DAB/2 + (SA - SB)/2 = 3/2 + (9-7)/2 = 2,5 
SU1B = DAB/2 + (SB – SA)/2 = 3/2 + (7-9)/2 = 0,5 
 
 A B C 
A ------   
B 3 ------  
C 6 4 ------ 
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5) Poté, na základě vybraného M (uzlu U1), sestrojíme nový strom a zapíšeme do něj délky větví 
vypočítané v kroku 4.                                                 A          
                                                                                          2,5                 B 
                                                                                              0,5 
            U1 
               
            
            C  
 
                                Obr. č. 9 Spojování uzlů 
 
 
6) Vypočítáme novou distanční matici a pakujeme stejný postup, v případě posledního taxonu se 
počítá pouze hodnota délky větve. 
 
 
Nevýhody a přednosti 
 Tato metoda má nevýhodu v tom, ţe vytváří pouze jeden strom a nevybírá z většího mnoţství 
anatomií stromů. Naopak je velmi jednoduchá. Bere v úvahu evoluční velikost a tím pádem vytváří 
fylogram. Je moţné zpracovávat, jak velké mnoţství sekvencí, tak velmi dlouhé sekvence. Jedná se o 
nejvíce pouţívanou distanční metodu ve fylogenetice. 
 
2.4 Artefakty fylogenetické analýzy  
 V této kapitole se zaměříme na postup při tvorbě fylogenetických stromů, od volby samotných 
vstupních dat aţ po statistické vyhodnocení. Především se zaměříme na chyby, které mohou 
znehodnotit fylogenetickou analýzu a tím zavést mylné výsledky. Molekulárních dat máme k dispozici 
velké mnoţství. Ovšem ani toto mnoţství nám nezaručuje, ţe naše vstupní data obsahují informaci o 
kladogenezi. Bohuţel metody konstrukce fylogramů vytvoří schéma z jakýchkoliv dat. Výsledný 
fylogram tak můţe mít zcela neopodstatněnou základní topologii.  
 
2.4.1 Artefakty vzniklé při nesprávné volbě vstupních dat 
 
 Volba vstupních dat je velmi důleţitým krokem pro správné vyhodnocení fylogenetické 
analýzy. Můţeme tato data získat z vlastních laboratorních metod pomocí izolace DNA, metodou  
PCR (Sangerova metoda) a jejich vyhodnocením na chromatografu, či sekvenátoru. Pro kontrolu 
správnosti sekvencí je vhodné převést nukleotidouvou podobu na aminokyselinovou a zkontrolovat 
start a stop kodony.V dnešní informační době je mnohem jednodušší a vhodnější tato data získat 
z genetické databáze NCBI. 
 Chybná vstupní data mohou představovat geny organismů, které byly získány horizontálním 
přenosem genů z jiného druhu (např. symbionta, či parazita). V tomto případě se jedná o xenologní 
geny. Také jeden z typů homologích genů, které jsou označovány jako geny odvozené z jednoho 
společného (ancestrálního) genu, nám ovlivní výslednou analýzu. Jsou to paralogní geny, jeţ jsou 
výsledkem duplikace ancestrálního genu, zatímco ortologní geny jsou výsledkem speciace a chybu 
nezpůsobují. 
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Obr. č. 10 Homologní geny,[18] 
 
Dalším faktorem, který znehodnotí analýzu při výběru sekvencí, jsou tzv. pseudogeny. Pseudogeny 
(někdy téţ genové fragmenty) jsou zbytky genů, které během evoluce ztratily svůj význam. Jelikoţ 
nekódují ţádný znak, nahromadily se v nich během vývoje mnohé mutace (neboť nepůsobil ţádný 
selekční tlak proti mutacím). V některých případech mohou svou podobností s původním genem 
komplikovat genetickou analýzu. 
 Konvergentní evoluce je téţ jedním z faktorů, která negativně ovlivňuje fylogenetickou 
analýzu. Jedná se o evoluci probíhající v důsledku stejného selekčního nebo mutačního tlaku, např. 
v důsledku adaptace organizmů na společné ţivotní a klimatické podmínky (netopýr vs. pták).  
 Při výběru sekvencí dbáme na to, abychom nevkládali velmi vzdálené sekvence, které vytváří 
artefakty dlouhých větví. Ty jsou způsobeny rozdílnou substituční rychlosti (viz obrázek č. 11).  
  Je tedy zřejmé, ţe molekulárních dat máme k dispozici velké mnoţství. Ovšem ani toto mnoţství 
nám nezaručuje, ţe naše vstupní data obsahují informaci o kladogenezi. Výsledný fylogram tak můţe 
mít zcela neopodstatněnou základní topologii, jelikoţ vykreslí strom z jakýchkoli dat, [1,14,15,20,25]. 
 
 
 
 
Obr. č. 11 Příklad vzdálených větví 
 
    
 
 
2.4.2 Artefakty vzniklé při nesprávném výpočtu evoluční vzdálenosti 
 
 V případě, ţe by se jednotlivé OTU spojily ve správných uzlech, nám záleţí u fylogramu na 
evoluční vzdálenosti, která je graficky dána délkou větve. Délka větve je však ovlivněna evolučním 
modelem, který jsme pouţili.  
Zde je velmi důleţité rozeznat, zda budeme pracovat s nukleotidovými sekvencemi nebo  se 
sekvencemi proteinovými, kde se evoluční vzdálenost počítá rozdílně. To je popsáno v kapitole  č. 2.5.  
Nyní se zaměříme především na reálné výstupy, které si budeme ukazovat na jednotlivých příkladech.  
Předpokládejme, ţe máme dvě sekvence nukleotidů  
    GATCATTAATGCGATAT 
GACCGTTATTGCCATAT 
 
p-distance =  4/17 = 0,235294 
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Nyní pouţijeme jednoparametrický model J-K pro výpočet evoluční vzdálenosti 
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Pro dvouparametrický model K2P, který přepokládá častější výskyt tranzicí (P), neţ transverzí 
(Q). 
 
 
     
    (6). 
 
Pro tříparametrický model T92, který ve srovnání s modelem K2P navíc zohledňuje fakt, ţe 
nukleotidy G a C jsou spojeny silnou vazbou. 
 
                                          )21ln(
2
1
)1()1ln(92 QkQ
k
P
kdT 
                                            (7), 
                                                                )1(2 GCGC NNk                                                              (8), 
kde: NGC = je podíl proporcionální četnosti a počtu všech znaků v sekvenci. 
    0,110727)
17
1
1(
17
1
2 k       (9), 
                             0,309063)21ln(
2
1
)1()1ln(92  QkQ
k
P
kdT                      (10), 
 
 Z těchto modelů je zřejmé, ţe při pouţití různých algoritmů pro výpočet evolučních 
vzdáleností, nám vyjde pokaţdé jiná délka větví. Čím více v evolučním modelu pouţijeme                    
a zohledníme  moţné vlastnosti nukleotidů, jejich vztahů a jejich zastoupení v sekvencích, tím více se 
přiblíţíme k reálnému výpočtu evoluční vzdálenosti. Tyto vlastnosti a vztahy musí ovlivňovat 
evoluční rychlost. Naproti tomu s rostoucím počtem parametrů dochází k výraznému zvýšení 
výpočetní náročnosti a také k výpočtu více proměnných. Aproximace uvedenými modely má smysl aţ 
při vyšších evolučních změnách. To znamená, ţe při nízkém počtu substitucí nemají modely výrazný 
vliv na výslednou evoluční vzdálenost, která se nebude téměř lišit od proporcionální distance. Zároveň 
je obor hodnot kvůli logaritmu omezen i shora a četnost substitucí nesmí v sekvenci přesáhnout cca 
70%.  
 Lze také vyuţít  modely, které nám umoţňují pomocí matematických modelů přepočítat p-
distanci na evoluční vzdálenost. Patří sem jiţ zmíněné Poissonovo rozdělení a Gamma rozdělení. Také 
lze vyuţít binomické rozdělení pro určení výskytu mutace (substituce) v sekvenci, jelikoţ víme, ţe p-
distance počítá pouze s konečnými stavy.  
 
Pravidla pro volbu distanční metody v sekvencích AK i NT : 
 
1) pro p-dist < 0,05 volíme JC korekci, nezávisle na poměru tranzit a transverzí (R) i frekvenci 
NT a AK  
2) pro 0,05 < p-dist < 0,3 volíme JC korekci pro R < 2, jinak Kimurův model 
3) pro 0,3 < p-dist < 1 a volíme Gamma korekci 
4) pro 0,3 < p-dist < 1 a výrazně nerovnoměrná fNT, nebo R >> 2 – Tamura, Tamura-Nei 
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 Při výpočtu evolučních vzdáleností je nejprve nutné určit, zda budeme pracovat se 
sekvencemi, které obsahují nukleotidy či aminokyseliny. V obou těchto případech jsme schopni pouţít 
parametrické modely, kterým jsou Jukes-Cantor, Kimurův, Tamurův a Tamura-Neiův model, které 
zohledňují jednotlivé vlastnosti nukleotidů a aminokyselin. Samozřejmě si vlastní parametry můţeme 
určovat sami na základě fyzikálních, biologických a chemických o nukleotidech a aminokyselinách a 
z nich vytvářet evoluční modely.  
 Dále velkou roli hrají jednotlivá rozdělení, a to buď pro výpočet zastoupení substitucí 
(binomické rozloţení), či pro korekci jednotlivých modelů, či výpočtu p-distance. Mezi tyto korekce 
patří, jiţ zmiňované Gamma a Poissonovo rozdělení. Kombinací modelů a korekcí lze získat velmi 
přesný výpočet evolučních vzdáleností, ale naproti tomu se značně zvýší výpočetní náročnost. Proto je 
vhodné se drţet výše zmíněných pravidel pro volbu distanční metody v sekvencích.   
 Při konstrukci stromu je také vhodné zvolit správnou metodu a také si uvědomit, co od dané 
analýzy očekáváme a co z ní chceme vyhodnotit. Jednolité výhody a nevýhody těchto konstrukcí jsou 
popsány v kapitole č. 2.3.  
V anatomii stromů se mohou objevit artefakty, které znehodnocují výslednou analýzu, které jsou 
způsobeny výrazně odlišnou substituční rychlostí. Mezi ně patří přitahování dlouhých větví (LBA – 
long branch attraction), kde jedna výrazně odlišná sekvence je přitahována ke kořeni a tím se staví do 
pozice společného předka. Dalším artefaktem je odpuzování dlouhých větví (LBR – long branch 
repulsion), kde dvě velmi rozdílné sekvence (mezi sebou i vůči ostatním) jsou přitahovány k sobě a 
směrem ke kořeni a posledním artefaktem je vyrušování dlouhých větví (LBD – long branch distract), 
kde  jedna dlouhá větev ovlivňuje topologii celého stromu, [4,7,8]. 
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3 STATISTICKÉ TESTY PRO FYLOGENETICKÉ STROMY 
 Tato kapitola bude popisovat jednotlivé statistické testy, které zpřesňují výsledek 
fylogenetické analýzy, a to po samotném vyhodnocení originálního stromu pomocí jedné z vybraných 
metod konstrukcí.  
 Při volbě testu je velmi důleţité si uvědomit, co nám výsledky poskytnou a zda jsou 
realizovatelné na dané metodě konstrukce. Tyto testy nám udávají informaci o robustnosti 
fylogenetického stromu, podpoře uzlů a správnosti topologie. Neudávají však, jak moc se blíţí daný 
strom k realitě. Výsledek nám tedy vyjádří, jestli jsme vhodně zvolili vstupní data, vhodný evoluční 
model, také vhodnou konstrukci stromu a jaká je robustnost topologie fylogenetického stromu. 
 
 
3.1 Resamplingové testy 
Resamplingové neboli vzorkovací testy jsou velmi pouţívanou metodou pro zpřesnění 
fylogenetické analýzy. Tyto testy jsou zaloţené na změně pořadí a četnosti vzorků. Testy přepokládají, 
ţe výsledný strom nezávisí na jednotlivých pozicích v sekvenci a na jednotlivých větvích v souboru 
dat. Daná topologie stromů tedy není dána náhodně. U těchto testů rozlišujeme jednotlivé vzorky 
(sloupce) a sekvence (řádky). Jakmile pouţijeme jednu z resamplinogvých technik na originální 
sekvenci, získáme pseudosekvenci neboli pseudoreplikaci. Čím vyšší počet těchto replikací 
provedeme, tím se zvýší statistická významnost výsledku. Resampling vyuţívá záměnu pozic vzorků  
s opakováním nebo bez opakování. Vzorky mohou být pozice v mnohonásobném zarovnání sekvencí. 
Tyto sekvence musí být zarovnány. Výstupem těchto testů je procentuální hodnota, která vyjadřuje 
mnoţství výsledků z pseudovzorků shodujících se s výsledkem vycházejícím z originální sekvence. 
Procentuální číslo vyjadřuje stupeň podpory našeho výsledku vzhledem ke vstupující mnoţině dat, 
[15,16,17]. 
 
3.1.1 BOOTSTRAPPING 
 
Bootstrapping není pouze statistickou metodou, která je vyuţívána pouze ve fylogenetice pro 
zjištění robustnosti stromu. Je například hojně vyuţívána v informatice, dokonce při kaţdém spouštění 
počítače. Bootstrap je poměrně novým a moderním statistickým testem, který byl poprvé představen    
v roce 1979. Hlavní a velkou předností je, ţe ho můţeme pouţít i v případech, kdy neznáme rozloţení 
vstupních dat. Tato metoda pracuje s uměle vytvořenými vzorky, neboli bootstrappingovými vzorky.  
Všechny nové pseudovzorky vznikají nezávisle a náhodně z výběru původního vzorku 
(sekvence). Kaţdá hodnota se v něm vyskytuje s pravděpodobností při hodnotách ve vzorku původním 
a máme k dispozici i odhad jeho distribuční funkce. Čím vyšší počet vzorků a pseudoreplikací 
pouţijeme, tím vyšší statistické významnosti testu dosáhneme. Bohuţel na úkor přesnosti se zvyšuje 
výpočetní náročnost. Při odhadu generujeme nezávisle zvolený počet bootstrapových výběrů                
a aritmetickým průměrem stanovíme odhad původní distribuční funkce, [15,16,23,26]. 
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                                             Obr. č. 12 Histogram bootsrappingu,[19] 
 
Na obrázku č. 12 vidíme vyuţití bootsrappového testu na spojitém souboru dat (spojitá křivka). 
Bootstrapping pouţívá vzorkování a počítá s jednotlivými vzorky (béţové diskrétní hodnoty). Jedná se 
o převod normálního rozloţení na binomické. 
Nyní si popíšeme jednotlivé kroky bootstrappingu. 
Postup:  
1) Máme sekvence nukleotidů.     
      
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A C T A G 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
 
2) Náhodně vybereme sloupce zarovnaných sekvencí s opakováním, např. 1. sloupec.  
 
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A C T A G 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
 
3) Vytvoříme N nových souborů sekvencí o stejné délce jako v originální sekvenci               
a opakujeme od kroku 2 dle počtu pseudoreplikací. 
 
OTU/znaky 1 4 2 1 5 
a A A C A G 
b A C G A T 
c A A C A A 
d A G C A T 
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4) Z původních sekvencí sestrojíme fylogenetický strom. 
 
 
Obr. č. 13 Originální strom pro skupinu plazů 
 
 
5) Poté sestrojíme N pseudostromů ze všech pseudoreplokací. 
     
 
Obr. č. 14 Pseudostrom  
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6) Vypočítáme bootsrappovou podporu jednotlivých uzlů. Jedná se o srovnání spojování 
uzlů v originálním stromě se spojováním uzlů v pseudostromech a výpočet procentuálního 
zastoupení hodnot. 
 
 
Obr. č. 15 Výsledný strom s procentuálním zastoupením uzlů 
 
Shodný uzel obsahuje shodnou mnoţinu druhů nezávislých na pořadí větvení ani na délce 
větví, závisí pouze na topologii stromu. Nízká bootstrappingová hodnota nemusí nutně znamenat 
špatnou topologii stromu, jen nemáme dost dat na její podloţení. Pro dostatečnou bootstrappingovou 
hodnotu je potřeba alespoň 100 pseudoreplikací (N=100), ale pro vyšší statistickou významnost 
N=500. Výsledná hodnota se nedá povaţovat za pravděpodobnost, jelikoţ spíš určuje „oprávněnost“ 
daného větvení. Větvení podléhá závislosti na vstupních sekvencích, [14,15]. 
 
3.1.2 JACKKNIFING 
  
 Stejně jako bootstrapping je tato metoda metodou statistickou, která má uplatnění ve více 
oborech. Spolu s bootstrappingem se řadí mezi metody resamplingové, jenţ jsou testy zaloţené na 
změně pořadí a četnosti vzorků. Tato metoda předcházela bootsrappingu a byla objevena v roce 1958 
(Turkey, Quenouille). Metoda pracuje na stejném principu jako boostrappinogvá technika, jen 
neduplikuje daný vzorek a nenahrazuje jej jiným. Zkrátí danou sekvenci a provede permutaci sloupců 
v sekvenci. Výsledný pseudovzorek má tedy sekvenci o zvolenou délku kratší neţ originální vzorek, 
[15,17,26,29]. 
 
 Opět si popíšeme tuto metodu na libovolných sekvencích. 
Postup:  
1) Máme sekvence nukleotidů.     
      
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A C T A G 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
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2) Náhodně vybereme sloupce zarovnaných sekvencí.  
 
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A C T A G 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
 
 
3) Vytvoříme N-1 nových souborů sekvencí o délce menší neţ v originální sekvenci             
a opakujeme od kroku 2 dle počtu pseudoreplikací. 
 
OTU/znaky 5 3 2 4 
a G T C A 
b T A G C 
c A T C A 
d T T C G 
 
 
4) Z původních sekvencí sestrojíme fylogenetický strom. 
 
                        Obr. č. 16 Originální strom pro skupinu plazů 
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5) Poté sestrojíme N pseudostromů ze všech pseudoreplokací. 
 
Obr. č. 17 Pseudostrom  
 
 
6) Vypočítáme Jackknifovou podporu jednotlivých uzlů. Jedná se o srovnání spojování 
sekvencí v originálním stromě se spojováním sekvencí v pseudostromech a výpočet 
procentuálních hodnot zastoupení jednotlivých uzlů.  
 
Obr. č. 18 Výsledný strom s procentuálním zastoupením uzlů 
 
 
Tyto testy nám zjišťují závislost fylogenetického stromu na jednotlivých pozicích v sekvenci, 
tedy na jednotlivých větvích v souboru dat. Bootstrapping je pouţívanější, protoţe se některé pozice 
projeví více neţ ostatní, jiné se neprojeví vůbec. Opět je nutné podotknout, ţe se nejedná o hodnotu 
pravděpodobnosti správné konstrukce stromu, pouze o hodnotu věrohodnosti, [15]. 
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3.2 OTU Jackknifing 
Tato metoda předpokládá, ţe odebráním jedné větvě nebude ovlivněna výsledná topologie 
dostatečně robustního stromu. Postupná delece jednotlivých OTU spočívá v postupném odebírání 
kaţdého OTU ze vstupních sekvencí. Po odebrání OTU stanovíme podporu jednotlivých uzlů, které 
vyjma jedné odstraněné sekvence zůstaly beze změny. Procentuální hodnoty se nezapisují 
k jednotlivým uzlům, ale k příslušným větvím. Určujeme tedy, jaký vliv má odebrání jedné větve na 
celkovou topologii stromu. Odebrání 1 OTU by nemělo také změnit délky ostatních větví, 
[15,29,30,31]. 
Postup:  
1) Máme sekvence nukleotidů.     
 
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A C T A G 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
 
2) Postupně vybíráme OTU, které odstraníme. 
 
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A C T A G 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
 
3) Vybrané OTU odstraníme. 
 
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
 
4) Z takto upravených sekvencí vypočítáme distanční mapu a zkonstruujeme originální 
strom, v němţ budeme odstraňovat jednotlivé OTU se zachováním topologie stromu. 
Čísly jsou označeny uzly (viz obrázek č. 19). 
            
  b                  a  
  a       3             1 
          c 
             1       2       3            b                                         
3           b         d       d 
                a       a 
  c            3 
  2                                              c                        1 
              2        3    
    d                   b 
                d     c 
Obr. č. 19 Originální strom (vlevo ) a stromy bez jednotlivých OTU se zachováním topologie 
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5) Poté si vytvoříme „N“ pseudostromů (N odpovídá počtu sekvencí) o „M“ OTU (kde      
M-1=N). Odstraňujeme tedy jednotlivé větve a sestrojujeme pro ně pseudostromy. Stejně 
jako v předešlém bodě jsou zde uzly vyznačeny čísly. Ty uzly, které vznikly nově a došlo 
ke změně topologie stromu, jsou označeny jako X (viz obrázek č. 20). 
 
 
 
         3         d          a 
     a         b              1 
          1        X                   3                               b
  
      3             b           c                    d 
 c 3 a a 
                                c                       X       
    2                                                                c 
                   d                                              2                      3               
          d                                                 b 
            
                
Obr. č. 20 Originální strom a jednotlivé pseudostromy 
 
 
6) Topologie stromu z bodu 4) porovnáme se stromy z bodu 5). Porovnáváme ty stromy, u 
kterých je odstraněno totoţné OTU. Procentuální hodnoty zapíšeme do originálního 
stromu dle teorie popsané na začátku této kapitoly. Tyto hodnoty budou reprezentovat 
vliv odebrání jednotlivých větví na změnu topologie originálního stromu. 
 
   
        a) 50% 
              1  
         b) 0% 
             3 
                                      c) 0% 
                      2 
             d) 50% 
  
Obr. č.21  Originální strom s OTU jackknifing podporou 
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7) Pro názornou ukázku si zde zobrazíme reálný výstup realizovaného algoritmu OTU 
jackknifing pro 10 OTU, které reprezentují zástupci z třídy plazů. 
 
 
Obr. č. 22 Reálný výstup algoritmu OTU jackknifing 
 
 
 
 
3.3 PTP (Permutation tail probability) 
Tato metoda popisuje permutaci bez opakování v pořadí aminokyselin či nukleotidů pro ty 
sloupce v sekvencích, které jsou pod sebou a zarovnané. Pořadí sloupců se nemění. Tím se ověří, ţe 
výsledný fylogram není náhodnou realizací spojování OTU, ale evolučně podmíněný na základě 
vstupních sekvencích. Vyhodnocujeme součet distancí mezi jednotlivými OTU pro originální strom     
a pro pseudostromy. Pokud je originální strom dostatečně robustní, jeho suma délek bude 
mnohonásobně menší neţ suma délek jednotlivých pseudostromů, [15,31]. 
Postup při realizaci PTP a výstupy programu: 
 
1) Máme zarovnané sekvence nukleotidů. 
 
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A C T A G 
b A G A C T 
c A C T A A 
d A C T G T 
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2) Aplikujeme na zvolené sekvence permutaci bez opakování pořadí jednotlivých nukleotidů 
či aminokyselin. Tato permutace bude probíhat pro sloupce 1 aţ 5 (dle délky sekvence). To 
provedeme pro zvolený počet pseudoreplikací.  
 
OTU/znaky 1 2 3 4 5 
a A G A C T 
b A C T A A 
c A C T G G 
d A C T A T 
 
3) Vypočítáme sumu délek pro originální strom. 
 
4) Vypočítáme sumy délek pro jednotlivé pseudostormy. 
 
5) Tyto sumy vyneseme do histogramu. Na ose x bude popsána suma délek větví a na ose y 
bude počet stromů, které mají shodné sumy délek. Pro názornou ukázku si uvedeme výstup 
námi realizovaného algoritmu, který aplikuje PTP test na sekvence 10 plazů. Počet 
pseudoreplikací je roven 10. Slouţí pouze pro názornou ukázku, jinak je nutno pouţít 100    
a více pseudoreplikací. 
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Obr. č. 23 Histogram délek realizovaných stromů 
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4 REALIZACE ALGORITMŮ STATISTICKÝCH TESTŮ 
Neţ budeme provádět statistické testy na biologických sekvencích, tak si nejprve popíšeme 
funkci navrţených algoritmů a zároveň ověříme, ţe jejich funkce je správná a jsou vhodné pro 
následující analýzu fylogenetických stromů. Tyto algoritmy budou vytvářet komplexní program, který 
bude pomocí statistických testů ověřovat robustnost topologie stromu. Takto sestrojený komplexní 
program nám usnadní analýzu fylogeneze a fylogenetických stromů. Program bude vytvořen pro lepší 
uţivatelskou přístupnost v grafickém prostředí GUI. Viz příloha č.7 
Pro toto ověření pouţijeme 5 teoreticky vytvořených sekvencí o délce 10 aminokyselin. Jedná 
se pouze o náhodně vytvořené sekvence, které aplikujeme v jednotlivých algoritmech. 
         
Těmito sekvencemi jsou:          A) MSMANLLLLI 
              B) MPVINLLLLT 
              C) MELILSIIGS 
              D) MLHILITHVI 
              E) MLHIIMAHII 
 
4.1  Algoritmus pro výpočet bootstrappové podpory 
Pro konstrukci tohoto algoritmu pouţijeme jednoduché logiky (viz příloha č. 4), kdy necháme 
vykreslit originální strom (viz obrázek č. 24) a 5 pseudostromů (viz obrázek č. 25 a) b) c) d) e) ) dle 
bootstrappingové teorie převzorkování. Tento algoritmus srovná vykreslený originální strom 
s jednotlivými pseudostromy. Porovnání a princip algoritmu spočívá v tom, ţe analyzuje zastoupení 
jednotlivých větví v příslušných uzlech pomocí příkazu isequal. Poté z výsledného stromu 
vyhodnotí, zda podpora jednotlivých uzlů opravdu odpovídá vyhodnocené shodě mezi originálním 
stromem a pseudostromy (tabulka č. 4). 
 
                     Obr. č. 25  Originální strom 
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          Obr. č. 25 a)                                          Obr. č. 25 b) 
 
 
         Obr. č. 25 c)                                                    Obr. č. 25 d) 
 
 
                Obr. č. 25 e) 
 
 
Tabulka č. 4  Srovnání uzlů z vykreslených fylogenetických stromů 
Originální 
strom 1.pseudostrom 2.pseudostrom 3.pseudostrom 4.pseudostrom 5.pseudostrom 
uzel větve uzel větve uzel větve uzel větve uzel větve uzel větve 
1 A), B) 1 A), B) 1 A), B) 1 A), B) 1 A), B) 1 A), B) 
2 C), D) 2 C), D) 2 C), D) 2 D), E) 2 C), D) 2 C), D) 
3 C),D),E) 3 C), D), E) 3 C), D), E) 3 C), D), E) 3 C), D), E) 3 C), D), E) 
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V tabulce č. 4 jsou vypsány větve, které tvoří příslušné uzly a červeně jsou zaznačeny ty uzly, 
které se neshodují s uzly v originálním stromě. Jejich porovnáním s uzly originálního stromu vychází 
podpora uzlů ve fylogenetickém stromu následovně. Pro 1. uzel je 100%, pro 2. uzel je 80%, kde se 
vyskytuje jedna záměna a pro 3. uzel je podpora 100%. Kořeny těchto stromů nebyly v tabulce 
uvedeny, jelikoţ kořen vţdy obsahuje všechny větve vyhodnocovaného stromu, proto je podpora vţdy 
100%. 
Algoritmus pro srovnání stromů nejprve zjistil posloupnost tvorby uzlů v originálním stromě. 
Poté zjistil posloupnost tvorby uzlů v pseudostromech a tyto matice porovnal pomocí příkazu 
isequal, která shodným uzlům přiřadí  1, v případě neshody přiřadí 0.  
Nyní se přesvědčíme, zda program vyhodnotil a vypsal podporu jednotlivých uzlů stejně, jako 
jsme my zjistili z porovnání. Pokud bude tento výsledek shodný, jsme schopni poukázat na fakt, ţe 
funkce programu pro výpočet bootstrappingových hodnot je správná a lze jej pouţít do statistické 
analýzy (viz obrázek č. 26). 
 
 
Obr. č. 26 Výsledný fylogenetický strom s vyhodnocenými bootstrappovými  podporami uzlů 
 
Bootstrappové hodnoty odvozené z porovnání s pseudostormy a hodnoty vypočítané 
programem se shodují, proto lze potvrdit správnou funkci tohoto zkonstruovaného algoritmu a lze jej 
pouţít pro statistické vyhodnocení. 
 
 
 
4.2 Algoritmus pro výpočet jackknifingové podpory 
Tento algoritmus má stejný skript pro tvorbu originálního stromu a jednotlivých pseudostromů 
stejně jako algoritmus pro bootstrapping. V tomto případě se však postupuje dle teorie 
jackknifingového vzorkování, které je popsáno v kapitole č. 4.1.2. Proto v této kapitole vypíšeme 
pouze matici uzlů a příslušných větví a výsledný fylogenetický strom s podporou jednotlivých uzlů.  
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Tabulka č. 5 Srovnání uzlů z vykreslených fylogenetických stromů 
Originální 
strom 1.pseudostrom 2.pseudostrom 3.pseudostrom 4.pseudostrom 5.pseudostrom 
uzel větve uzel větve uzel větve uzel větve uzel větve uzel větve 
1 A), B) 1 A), B) 1 A), B) 1 A), D) 1 A), B) 1 A), B) 
2 C), D) 2 D), E) 2 D), E) 2 B), C) 2 C), D) 2 D), E) 
3 C),D),E) 3 A), B), C) 3 A), B), C) 3 A), D), E) 3 C), D), E) 3 C), D), E) 
 
Z tabulky č. 5 vychází 80% podobnost pro uzel 1, naopak u uzlu číslo 2 je shoda pouze v 1 z 5 
případů, a to odpovídá 20% shodě. Poslední uzel, číslo 3, se shoduje pouze ve 40%. Neshody uzlů jsou 
vyznačeny červeně. Tyto hodnoty by se měly, pokud program funguje dle našich předpokladů správně, 
stejně vykreslit ve fylogenetickém stromu vypočítaném realizovaným programem. 
 
 
Obr. č. 27 Výsledný fylogenetický strom s vyhodnocenými jackknifingovými  podporami uzlů 
 
Opět se jackknifingové hodnoty ve výstupu programu (výsledném fylogenetickém stormě) 
shodují s porovnávanými stromy, proto i námi navrţený  program realizující jackknifing, lze aplikovat 
pro reálné biologické sekvence a následné vyhodnocení. 
 
 
4.3 Algoritmus pro výpočet OTU  jackknifing 
Funkce tohoto algoritmu je  rozdílná neţ pro předešlé resamplingové testy. U této metody 
algoritmus nejprve odstraňuje vţdy jedno OTU. Po tomto odstranění  není jednoduché srovnávat 
originální strom s 10 OTU (s 9 uzly) se stromem, kde je o jedno OTU méně (o jeden uzel méně). 
Algoritmus budeme muset realizovat tak, ţe bude srovnávat jednotlivé stromy, u kterých je odebráno 
jedno stejné OTU. To znamená, ţe z originálního stromu odebereme příslušné OTU,  kde struktura 
stromu zůstane stejná, jelikoţ byla větev odstraněna aţ po konstrukci stromu. S ním srovnáme 
příslušný strom, kterému bylo odebráno stejné OTU, ale fylogenetický strom byl sestrojen aţ po jeho 
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odstranění (viz příloha č. 5).  Topologie tohoto stromu můţe být naprosto jiná, jelikoţ se počítá z jiné 
vstupní matice distancí. Pro postupnou deleci jednotlivých OTU provedeme obdobné srovnání. 
Porovnáváme, jak moc jednotlivé větve změní topologii výsledného stromu. 
 
Obr. č 31 Originální strom bez A   Obr. č 32 Pseudostrom bez A  
  
 
 
Obr. č. 33 Originální strom bez B           Obr. č 34. Pseudostrom bez B 
 
 
 
Obr. č. 35 Originální strom bez C        Obr. č. 36 Pseudostrom bez C 
 
 
Obr. č. 37 Originální strom bez D           Obr. č. 38 Pseudostrom bez D 
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Obr. č. 39 Originální strom bez E           Obr. č. 40 Pseudostrom bez E 
 
OTU jackknifing dle srovnání stromů poukázal na fakt, ţe odebíráním jednotlivých větví B), C), 
D) a E) ţádnou měrou neovlivní výslednou topologii stromu a uzly zůstanou zachovány. V případě 
odebrání větve A) došlo k významné změně topologie stromu, která ovlivnila 50 % uzlů v daném 
stromě. Pokud je funkce programu správná, ve vyhodnoceném výsledném stromě se objeví hodnota 
50% u OTU s názvem A).  
 
 
Obr. č. 41 Výsledný strom s podporou jednotlivých větví 
 
Srovnání se shoduje s výstupem algoritmu, a proto lze potvrdit správnou konstrukci námi 
realizovaného algoritmu. Tento program lze vyuţít na reálné biologické sekvence pro zpřesnění 
fylogenetické analýzy. 
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4.4 Algoritmus pro výpočet PTP 
Princip tohoto algoritmu je zaloţen na výpočtu délek originálního stormu a výpočtu délek 
pseudostromů. Pseudostromy vytvoří algoritmus převzorkováním dle teorie v kapitole č. 3.3. Ověření 
tohoto algoritmu bude vycházet z porovnání vzorových sekvencí. Konkrétně budeme zjišťovat, zda 
dochází k permutacím mezi bloky sekvencí. Distance budou počítány dle Jukesova - Canotorova 
algoritmu, který je součástí bioinformatického toolboxu pro programové prostředí MATLAB. Z tohoto 
důvodu není třeba výpočet ověřovat. Vývojový diagram algoritmu PTP testu je v příloze č. 6. 
     
Tabulka  č. 6  Sekvence pro originální strom   
 a) b) c) d) e) f) g) h) ch) i) 
1.sekv. M S M A N L L L L I 
2.sekv. M P V I N L L L L T 
3.sekv. M E L I L S I I G S 
4.sekv. M L H I L I T H V I 
5.sekv. M L H I I M A H I I 
 
 
Tabulka č. 7  Sekvence po permutaci 
 a) b) c) d) e) f) g) h) ch) i) 
1.sekv. M P V I I S L H L T 
2.sekv. M L M A N L I H G I 
3.sekv. M L H I L L A L V I 
4.sekv. M E L I N M L I I S 
5.sekv. M S H I L I T L L I 
 
 
V tabulce č. 7 si můţeme povšimnout, ţe k permutaci dat bez opakování došlo, a to v rámci 
jednotlivých sloupců. Navrţený algoritmus pracuje správně a lze ho tedy pouţít pro statistickou 
analýzu fylogramu. Osa x vyjadřuje délku všech větví v centimetrech a osa y vyjadřuje počet stromů, 
které mají shodnou délku větví. 
Vzdálenosti pro tyto sekvence byly vykresleny v histogramu (viz obrázek č. 42). 
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Obr. č. 42 Výstup algoritmu pro PTP test 
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5 STATISTICKÉ VYHODNOCENÍ FYLOGENETICKÉHO STROMU 
V této kapitole aplikujeme ověřené algoritmy pro zvýšení podpory konstrukce příslušného 
fylogenetického stromu na zvolené sekvence savců. Sekvence budou uvedeny v tabulce č. 8. 
 Pro zvýšení statistické významnosti analýzy si nad rámec práce na základě předchozích 
výpočtů zvolíme vhodnou distanční metodu pro zvolené sekvence. Fylogenetický strom budeme 
konstruovat metodou Neighbor joining. Statistická analýza bude provedena v programu Matlab 
R2009a pomocí námi navrţených a ověřených algoritmů.  
 
 
5.1 Použité sekvence  
Degradace proteinů pomocí proteazomů je velice sofistikovaný proces, který se děje v rámci 
tzv. ubikvitin-proteazomového systému (UPS). Významnou roli v tomto procesu hraje malý 
protein ubikvitin, který byl objeven uţ v roce 1975 bez znalosti jeho funkce. Tento protein se hojně 
vyskytuje ve všech eukaryotních buňkách (je „ubikvitní“ čili „všude se vyskytující“).  Ubikvitin slouţí 
ke značení proteinů v ději, jemuţ říkáme ubikvitinace. Význam a rozmanitost  označování proteinů 
ubikvitinem dnes dosahuje úrovně dosud nejvýznamnější posttranslační modifikace proteinů, kterou je 
fosforylace. Proto jsme pro analýzu pouţili sekvence aminokyselin tohoto proteinu jednotlivých 
savců. Tyto sekvence byly voleny tak, aby bylo moţné z biologického, morfologického                         
a fylogenetického hlediska predikovat,  jak budou jednotlivé organismy spojeny v rámci fylogenetické 
analýzy.  
 
Tabulka č. 8 Vybraní savci  pro fylogenetickou analýzu 
Identifikátor  Český název  Latinský název  
Q9T9Z0  Gorilla níţinná  Gorilla gorilla  
Q9T9X9  Orangutan bornejský  Pongo pygmaeus  
P41304  Vačice americká  Didelphis virginiana  
O78705  Klokan rudý  Macropus rufus  
O78704  Klokan dama  Macropus eugenii  
P92475 Osel Africký   Equus asinus 
Q6J6X5 Kůň domácí Equus caballus 
A8DIM4 Velbloud jednohrbý Camelus dromedarius 
Q1HKI1 Pes domácí   Canis lupus familiaris 
P48900 Kočka domácí   Felis silvestris catus 
 
 
5.2 Predikce příbuznosti zvolených savců 
Před tím, neţ začneme vyhodnocovat jednotlivé fylogramy s příslušnými statistickými 
podporami, se zaměříme na predikci evoluční příbuznosti zvolených savců.  
Především se zaměříme na predikci příbuznosti těch organizmů, které mají dle biologické 
klasifikace podobná biologická jména. Biologická klasifikace moderní klasifikace ţivočichů má své 
kořeny v systému, jenţ vytvořil švédský přírodovědec Carl Linné. Ten rozdělil tehdy známé druhy 
organismů do skupin podle fyzických charakteristik. Dále jejich příbuznost ověříme srovnáním jejich 
sekvencí na základě výskytu rozdílů mezi sekvencemi. 
Do této kategorie patří především zástupci primátů – gorila a orangutan. Jedná se o čeleď 
hominidé. Tito primáti se však liší anatomií, kde na jedné straně je gorila mnohem robustnější 
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muskulatury ţijící na zemi, a na straně druhé orangutan se svojí podstatně menší muskulaturou ţijící 
na stromech. Proto nelze predikovat jejich spojení ve fylogenetickém stromě přednostně. Avšak při 
srovnání jejich sekvencí dle podobnosti (p-distance) s ohledem na vlastnosti zápisu aminokyselin, se 
jejich sekvence mezi sebou lišily pouze v 46 případech.  Druhou největší podobnost sekvencí vykazují 
dva druhy klokanů, a to Klokan dama a Klokan rudý, kde je shoda v sekvencích v 309 
aminokyselinách ze 318. Tito vačnatci patří do stejné čeledi klokanovitých a dle jejich stavby, výskytu 
a způsobu ţivota  je velmi zavádějící predikovat jejich nejbliţší příbuznost ze všech analyzovaných 
savců. Lze tedy usuzovat na fakt, ţe spojení těchto dvou organismů bude mít nejvyšší 
pravděpodobnost. Dále budou analyzováni dva savci, kteří mají stejné rodové jméno, a těmi jsou 
zástupci koňovitých. Patří sem Osel Africký a Kůň domácí. Jejich anatomická stavba je velmi 
podobná a způsob ţivota téměř totoţný, stejně tak stravování. Samotné srovnání sekvencí nás ujistilo      
o jejich velmi silné evoluční příbuznosti. Shoda se vyskytla v 313 aminokyselinách z celkových 318    
v zarovnaných sekvencích. Při tvorbě fylogenetického stromu vytvoří uzel jako první ze všech 
analyzovaných savců. Při dalším srovnání sekvencí se shoda ve velké míře vyskytla mezi kočkou         
a psem, coţ není zcela očekávaný fakt, nicméně predikovat toto spojení budeme. Dále by se dle 
podobnosti sekvencí měla připojit Vačice americká ke klokanům. Ta patři mezi vačnatce, stejně jako 
klokani. Velbloud dvouhrbý je anatomií podobný Koni domácímu a Oslovi africkému. Avšak dle 
srovnání sekvencí se nejvíce shoduje se sekvencí kočky, proto další predikovaný uzel bude tvořit 
kočka, pes a k nim evolučně vázaný velbloud. 
 
Tabulka č. 9 Počet shodných aminokyselin v sekvencích  
  Osel Kůň Gorila Orangutan Velbloud Pes Kočka Vačice Klokan d. Klokan r. 
Osel                     
Kůň 313                   
Gorila 245 245                 
Orangutan  243 243 271               
Velbloud 280 278 245 242             
Pes 290 289 241 237 284           
Kočka 289 287 242 236 287 298         
Vačice 244 242 222 214 235 237 239       
Klokan dama 248 247 256 225 247 246 246 268     
Klokan rudý 249 251 227 224 248 248 247 270 309   
 
Na základě srovnání těchto sekvencí navrhneme predikci fylogenetického stromu, jak se budou 
jednotlivý savci spojovat. 
      
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. č. 43 Predikce fylogenetického stromu 
  OSEL  
  KŮŇ  
 VELBLOUD  
  KOČKA  
  PES  
  GORILA  
  ORANGUTAN 
  KLOKAN DAMA 
  KLOKAN RUDÝ 
 VAČICE   
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5.3 Vliv změny distančního modelu a substituční matice 
V této kapitole se budeme zabývat vhodnou volbou distančního modelu a popřípadě volbou 
typu substituční matice aplikované na zvolené sekvence jednotlivých savců a vyhodnotíme, jakým 
způsobem a jak velkou měrou tato volba ovlivňuje výsledek fylogenetické analýzy. Tento vliv si 
popíšeme na sekvencích, které jsou uvedeny  tabulce č. 8. 
 
5.3.1  Změna distančního modelu 
 
V kapitole č. 2.5 jsme se zabývali teorií popisující význam distančních modelů, jejich 
matematickou podstatu a způsob pouţití. Nyní si na zvolených sekvencích budeme demonstrovat vliv 
změny těchto modelů a statisticky vyhodnotíme změny ve výpočtech distancí mezi jednotlivými OTU. 
Tyto hodnoty vzdáleností zprůměrňujeme. Na základě podobnosti průměru těchto distancí nalezneme 
metodu, která se nejvíce blíţí analyzovanému typu distanční metody. Tím zpřesníme volbu 
distančního modelu pro vybrané sekvence a také celkovou konstrukci a topologii fylogenetického 
stromu. Jelikoţ budeme pouţívat pro statistickou analýzu distanční modely, zaměříme se zde více na 
určení metody, která nám poskytne co nejvěrohodnější distance mezi jednotlivými OTU. Hodnoty 
distancí jednotlivých metod jsou vypsány v příloze č. 1. Z těchto tabulek si určíme průměr 
odpovídajících vzdáleností (např. součet všech distancí pro koně a osla vyhodnocených jednotlivými 
distančními metodami ku počtu metod), které jsou vyhodnoceny v příloze č. 1, tabulka č. 5. 
Poté pro kaţdé OTU uděláme v kaţdé distanční metodě vyhodnocení sumy distancí a taktéţ pro 
zprůměrňované distance. Tyto hodnoty vyneseme do společného grafu. Ta metoda, která bude nejvíce 
korelovat s průměrem, bude povaţována za nejlepší moţnou metodu pro následné statistické 
vyhodnocení fylogeneze zvolných sekvencí. 
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Obr. č. 44 Nalezení nejlepší metody pro výpočet distance mezi OTU 
 
Z obrázku č. 44 je patrné, ţe nejvhodnější volbou pro naše sekvence a pro výpočet distanční 
mapy je metoda dle Poissonovy korekce. Ta se blíţí nejvíce průměru jednotlivých distancí, a proto ji 
lze pro tyto zvolené OTU pokládat za statisticky nejvýznamnější. Tuto metodu budeme pouţívat pro 
následnou statistickou analýzu. 
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5.3.2  Vliv změny substituční matice 
 
Získané sekvence je nejdříve nutno analyzovat z hlediska jejich podobnosti a pravděpodobnosti 
výskytu mutací v sekvenci. Biologické sekvence prošly mnoha změnami v rámci evoluce, a to kaţdá 
s jinou pravděpodobností mutace nukleotidu či aminokyseliny. Určité aminokyseliny, či nukleotidy 
mají vyšší pravděpodobnost substituce na jiný typ aminokyseliny (nukleotidu), kdeţto v jiných 
případech je substituce velmi vzácná. Tento fakt zohledňují právě substituční matice.  
Pro nukleotidy je v prostředí Matlab R2009a moţnost volby pouze jednoho typu substitučního 
modelu, a to „NUC 44“, která se pouţívá pro nejednoznačné nukleotidové kódy a jejich 
pravděpodobnosti substituce zaokrouhlí na nejbliţší celé číslo. Pro aminokyseliny jsou zde dvě 
matematické podoby substitučních matic, a to matice PAM a BLOSUM. Tyto typy substitučních matic 
si popíšeme na sekvencích aminokyselin pro zvolené OTU, jelikoţ výpočet pomocí skórovacích matic 
nebudeme aplikovat do programu, ukáţeme si pouze vliv na výsledný vzhled fylogenetického stromu, 
[21,22]. 
 
 
Matice podobnosti PAM (Point Accepted Mutation) 
 
První matice PAM byla publikovaná v roce 1970 Margaret Dayhoff. Konstrukce matice PAM 
vychází z empirického stanovení frekvence jednotlivých specifických záměn. V rámci modelové sady 
sekvencí byly pro kaţdou aminokyselinu zjištěny frekvence všech moţných mutací v situaci, kdy 
mutace postihují 1 % zbytku v sekvenci. Na základě takto změřených hodnot specifických mutačních 
rychlostí byla sestrojena matice PAM1. Vynásobením této matice jí samotnou vznikla matice PAM2, 
atd. aţ po matici PAM250, která odpovídá stavu, kdy na sto aminokyselinových úseků připadá 250 
mutací. Novější obdobou série PAM, sestrojenou z většího souboru výchozích dat, jsou matice Jones-
TaylorThorntonovy (JTT) a Gonnetovy. Existuje více typů matic PAM neţ které byly zmíněny, a které 
jsou odlišeny hodnotou za názvem (např. PAM40). V praxi jsou pouţívány nejčastěji matice PAM30 a 
PAM120. Statistické výsledky ukazují, ţe kaţdá taková matice je implicitní "log-statistikou" maticí, se 
specifickou cílovou distribucí. Tato distribuce vychází ze zarovnaných dvojic aminokyselinových 
zbytků. Log-odd popisuje poměr naměřeného počtu mutací ku očekávanému počtu mutací, [21,22] 
Dále je zde důleţitou proměnou LogLR (log odds ratio) substituce, která při přiloţení sekvencí 
penalizuje vzácné substituce a naopak zohledňuje časté substituce. 
  Mějme např. přiloţené aminokyseliny „a“ a „b“. LR počítá, jaká je pravděpodobnost, ţe a = b 
za předpokladu dvou rozdílných hypotéz: 
– H1: hypotéza společného předka 
– H2: hypotéza náhodné shody 
 
                         )
)/,(
)/,(
log(),(
náhodabaP
predekbaP
baLogLR                               (11). 
 
Mějme dvě sekvence aminokyselin: AFE a GKD. 
Pravděpodobnost přiloţení AFE k GKD za platné hypotézy společného předka je: 
 
                 )/,()/,()/,()/( predekDEPpredekKFPpredekGAPpredekprilozeniP                        (12). 
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Pravděpodobnost přiloţení AFE k GKD za platné náhodné hypotézy je: 
 
)/,()/,()/,()/( náhodaDEPnáhodaKFPnáhodaGAPnáhodaprilozeniP          (13), 
 
 
)/,()/,()/,(
)/,()/,()/,(
)(
náhodaDEPnáhodaKFPnáhodaGAP
predekDEPpredekKFPpredekGAP
prilozeniLR


                      (14), 
 
          ),(log),(log),(log)( DELRKFLRGALRprilozeniLogLR                                   (15). 
 
Z těchto statistik vycházela Margaret Dayhoff při tvorbě matice. Metoda nejprve spáruje 
současné sekvence podle příbuznosti, poté pro kaţdý pár odvodí nejpravděpodobnějšího společného 
předka a vytvoří fylogenetický strom. Pro výpočet substituční matice lze pouţít metodu vzdálenosti, 
kterou vyuţíváme v našem případě. Zde nejprve srovnáme všechny páry v přiloţení, vytvoříme matici 
vzdáleností na základě zvoleného distančního modelu a iterativně vytvoříme takový fylogenetický 
strom, který obsahuje minimum mutací. 
 Nyní si demonstrujeme, jak jednotlivé typy substitučních matic ovlivňují výsledné 
fylogenetické stromy sestrojené metodou Neighbor joining a jaké vypočítávají distance mezi OTU 
Tento vliv bude reprezentován na maticích PAM 40 (a) a PAM 250 (b) (viz obrázek č. 45 a  Příloha č. 
2), [22,33]. 
 
          Obr. č. 45 a)                  Obr. č. 45 b) 
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Obr. č. 46 Nalezení nejlepší metody pro výpočet distance mezi OTU dle matic PAM  
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Matice podobnosti BLOSUM (BLOck SUbstitution Matrix) 
 
V roce 1992 byla poprvé prezentována matice BLOSUM. Byla vyvinuta a publikována v knize 
Stevena Henikoffa. Jako základ pro svůj model pouţil Henikoff více odlišné proteiny. Pouţil lokálně 
zarovnané sekvence, kde ţádná z pouţité sekvence nebyla s totoţností menší neţ 60%, proto se tato 
matice jmenovala BLOSUM62 (z angl. lokální substituční matice). Matice BLOSUM jsou vypočítány 
ze zarovnaných sekvencí bez mezer. Matice je odvozena z empirických dat na základě lokálního 
přiřazení konzervativních domén méně blízce příbuzných sekvencí. Také matice BLOSUM jsou 
číslovány obdobně jako matice typu PAM s tím rozdílem, ţe pokud je vyšší číslo za názvem 
BLOSUM, tím bude vyšší frakce zbytků ve výchozím souboru sekvencí. Vysoké BLOSUM se tudíţ 
volí tehdy, kdy je předpoklad podobnosti v lokálních blocích vysoký (příčinou selekce nebo 
evolučním omezením). Hodnoty v matici (skóre) pro hledaný uspořádaný pár odpovídá kombinaci 
souřadnic řádků a sloupců. Například substituční skóre (shodnost) pro arigin (R) a lysin (K) je 2. 
Diagonální prvky matice představují aminokyseliny beze změn, tzn. kdy zarovnaný pár je tvořen 
dvěma totoţnými aminokyselinami. Většina substitucí je ohodnocena zápornou hodnotou. Platí, ţe 
čím menší je hodnota skóre, tím je menší pravděpodobnost shody. Na obrázku č. 47 a) je matice 
BLOSUM30 a na obrázku č. 47 b) je matice BLOSUM100, [21,22,33].  
 
 
                     Obr. č. 47 a)                          Obr. č. 47 b) 
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Obr. č. 48 Nalezení nejlepší metody pro výpočet distance mezi OTU  dle matic BLOSUM  
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Obrázek č.48 představuje vypočítané hodnoty evolučních vzdáleností, které jsou uvedeny v příloze    
č. 3. Pro proteiny neexistuje „jediná správná“ substituční matice, proto v následující statistické analýze 
se budeme věnovat distančním metodám. Pro sekvence nukleových kyselin se však prakticky 
pouţívají varianty jediné matice, tzv. matice IUPAC čili matice identity (identity matrix), která všem 
párům přiřazuje konstantní kladnou hodnotu a všem nepárům rovněţ konstantu (nulovou či zápornou).  
U proteinů je situace sloţitější, protoţe tam bylo aţ dosud sestaveno několik sérií matic. Tyto 
substituční matice vyhodnocují, na základě analýzy globálních přiřazení, sady blízce příbuzných 
sekvencí. PAM matice byly tedy pro vzdálenější sekvence (tj. s vyššími čísly) získány extrapolací.  
Druhá často pouţívaná série matic BLOSUM byla naopak odvozena přímo z empirických dat 
na základě lokálního přiřazení domén, jejichţ sekvence mají nízkou podobnost. Také matice 
BLOSUM jsou číslovány – čím vyšší číslo, tím vyšší frakce konzervativních zbytků ve výchozím 
souboru sekvencí. 
 Pro praktickou aplikaci je důleţité si pamatovat pravidlo, ţe čím podobnější jsou si sekvence 
proteinů, tím niţší hodnoty PAM (případně vyšší hodnoty BLOSUM) bychom měli volit a naopak. 
Matice s nízkým PAM a s vysokým BLOSUM nejsou ale volně zaměnitelné, protoţe byly odvozeny 
na základě zcela jiných empirických dat. Pouţívat by se měly pokud moţno na data podobná těm 
původním, proto nízké PAM je preferována v situacích, kde za podobnost „můţe“ krátká evoluční 
vzdálenost (malý počet mutací) oddělující zkoumané sekvence, kdeţto vysoké BLOSUM tam, kde se 
předpokládá významnou podobnost „ostrůvků“ v jinak divergentních sekvencích např. v důsledku 
selekce či evolučních omezení, [21,22,33]. 
 
 
 
5.4 Srovnání dvou fylogenetických stromů  
První statistikou pro podporu fylogenetického stromu je srovnání dvou fylogenetických stromů 
konstruovaných dvěma různými metodami, a to metodou UPGMA a metodou Neighbor joining.         
U tohoto testu budeme pozorovat, zda-li se při stejném výpočtu distancí dle Poissonovy korekce, 
zobrazí topologie stromů a spojování jednotlivých uzlů identicky. Pro tuto metodu byl sestrojen 
algoritmus, který vykresluje stromovou strukturu metodou UPGMA a srovnává ji se stromem 
sestrojeným metodou Neigbor joining. 
 
 
Obr. č. 49 Topologie stromu sestrojeného metodou Neighbor joining 
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Obr. č. 50 Topologie stromu sestrojeného metodou UPGMA 
 
Rozdílnými konstrukčními metodami fylogenetických stromů došlo ke změně  jejich topologie. 
Tato změna je dána rozdílným výpočetním algoritmem pro jednotlivé metody, avšak u některých uzlů 
sledujeme spojení stejných OTU. Pro analýzu této posloupnosti si vypíšeme matice popisující kroky 
spojování OTU a vzniku příslušných uzlů pomocí matice. Tuto matici vyhodnocuje další námi 
sestrojený algoritmus navrţený v programovém prostředí Matlab.  
 Jednotlivá OTU jsou reprezentována  příslušnými čísly dle tabulky č. 10. 
 
Tabulka č. 10 Přiřazená čísla jednotlivým OTU 
1 ‚|A8DIM4|Velbloud jednohrbý ‚ 
2 ‚|O78704|Klokan dama ‚   
3 ‚|O78705|Klokan rudý ‚   
4 ‚|P41304|Vačice americká ‚   
5 ‚|P48900|Kočka domácí ‚   
6 ‚|P92475|Osel Africký‘     
7 ‚|Q1HKI1|Pes domácí ‚   
8 ‚|Q6J6X5|Kůň domácí‘     
9 ‚|Q9T9X9|Orangutan bornejský ‚ 
10 ‚|Q9T9Z0|Gorila nížinná‘   
                                    
 
Tabulka č. 11 Posloupnost spojování OTU metodou Neighbor joining 
 Počet OTU 
P
o
č
e
t 
u
z
lů
 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 5 7 
0 0 0 0 0 0 0 0 6 8 
0 0 0 0 0 0 0 0 9 10 
0 0 0 0 0 0 0 2 3 4 
0 0 0 0 0 0 5 6 7 8 
0 0 0 0 0 1 5 6 7 8 
0 0 0 0 0 2   3 4 9 10 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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Tabulka č. 12 Posloupnost spojování OTU metodou UPGMA 
P
o
č
e
t 
u
z
lů
 
Počet OTU 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 5 7 
0 0 0 0 0 0 0 0 6 8 
0 0 0 0 0 0 0 0 9 10 
0 0 0 0 0 0 0 2 3 4 
0 0 0 0 0 0 5 6 7 8 
0 0 0 0 0 1 5 6 7 8 
0 0 1 2 3 4 5 6 7 8 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 
V tabulkách č. 11 a č. 12 jsou červeně zvýrazněny uzly u nichţ došlo k rozdílnému spojení 
OTU. Metoda UPGMA vyhodnotila příbuznost primátů (9,10) jako vzdálenou větev od všech 
ostatních ţivočichů. Naopak tuto příbuznost vyhodnotila metoda Neighbor  joining jinak, která sblíţila 
primáty spolu s vačnatci a další skupinu vytvořili ostatní ţivočichové. Ostatní OTU byly spojeny ve 
stejné uzly, tedy i se stejnou posloupností. Tento artefakt vznikl z důvodu velké odlišnosti všech 
ţivočichů od primátů. Pro zvýšení významnosti a věrohodnosti fylogenetického stromu by bylo tedy 
vhodné odstranit zástupce primátů. Po odstranění příslušných sekvencí by topologie obou stromů, 
sestrojených pomocí různých metod, měly být stejné. Tuto teorii si znázorníme pomocí 
fylogenetických stromů. 
 
Obr. č. 51 Topologie stromu sestrojeného metodou Neighbor joining bez primátů 
 
 
Obr. č. 52 Topologie stromu sestrojeného metodou UPGMA bez primátů 
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Jak jsme jiţ predikovali v kapitole č. 5.2, určité dvojice OTU mají společné rysy a stejně tak 
biologická jména. Avšak jsou zde organismy, které není zcela jednoduché zařadit, jako je v tomto 
případě Velbloud jednohrbý. Pokud odstraníme oba zástupce primátů, dojde opět k rozdílnému 
vyhodnocení obou stromů, tentokrát způsobené vlivem Velblouda jednohrbého. Po jeho odstranění by 
se měla potvrdit teorie, ţe zástupci klokanovitých tvoří silnou evoluční vazbu spolu s dalším 
vačnatcem, a to Vačicí americkou. Další silnou evoluční vazbu sdílejí Kůň domácí spolu Oslem 
Africkým a také Kočka domácí se Psem domácím. 
 
 
Obr. č. 53 Topologie stromu sestrojeného metodou Neighbor joining s OTU se silnou evoluční vazbou 
 
 
 
Obr. č. 54 Topologie stromu sestrojeného metodou UPGMA OTU se silnou evoluční vazbou 
 
Srovnání těchto metod jiţ vyhodnotilo stejné topologie fylogenetických stromů při redukci původních 
OTU jen na ty, které mají významnou evoluční příbuznost. Jedná se pouze o částečnou podporu 
jednotlivých uzlů a topologie stromu na základě srovnání dvou konstrukčních metod. Z tohoto testu 
tedy vyplývá, ţe při následujících statistických testech by se měl výskyt nízké podpory topologie týkat 
nejvíce uzlu spojení primátů a Velblouda jednohrbého.  
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5.5 Zkreslení stromu 
Zkreslení stromu nám určí, jak se původní evoluční vzdálenosti z distanční matice změní 
vykreslením do stromu. V případě konstrukční metody Neighbor joining dojde pouze k zaokrouhlení 
hodnot v programovém prostředí Matlab. Toto zaokrouhlení je způsobeno buď exportem formátu na 
jiný nebo nedostatečnou výpočetní schopností programu. Jelikoţ námi navrţený pracuje v prostředí 
Matlab, který vykazuje vysokou spolehlivost bez zkreslení dat, bude tato odchylka minimální. 
Nicméně si tento předpoklad potvrdíme na analyzovaných sekvencích, abychom předešli všem 
moţným odchylkám znehodnocující fylogenetický strom. 
 
1)  Sestrojíme strom metodou Neighbor joining a jednotlivé distance sami vypočítáme 
metodou Neighbor joining. Tyto hodnoty, které jsme vypočítali, vypíšeme do 
fylogenetického stromu. 
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Obr. č. 55 Vykreslení stromu vypočítaného dle metody Neighbor joining s příslušnými distancemi 
 
2)  Po sestrojení stromu jsme pomocí příkazu getcanonical získali informace                      
o vyhodnoceném fylogenetickém stromu. Tyto hodnoty udávají spojování větví, názvy větví 
a uzlů a k nim příslušné vzdálenosti. Hodnoty získané pomocí getcanonical srovnáme 
s hodnotami, které vypočítáme dle kapitoly č. 2.3.5. 
 
Je zcela zřejmé, ţe hodnoty získané pomocí příkazu getcanonical se zaokrouhlily na 
desetitisíciny oproti hodnotám vypočítaných manuálně. Při výpočtu korelačního koeficientu vyšla 
hodnota 0,99. Tato hodnota je velmi vysoká a blíţí se téměř k jedné. Lze tedy říct, ţe hodnoty jsou 
zkresleny pouze zaokrouhlením a lze toto zkreslení zanedbat, jelikoţ shoda je téměř 100%. 
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5.6 PTP (Permutation tail probability) 
 
Pro podporu správné konstrukce stromu můţeme pouţít permutační metodu obecně známou 
jako PTP. Pokud délka sestrojeného (originálního stromu) bude menší neţ délky pseudostromů, pak 
lze konstatovat, ţe výsledná topologie originálního stromu je správná. Jinými slovy lze říci, ţe vstupní 
sekvence obsahují dostatečnou fylogenetickou informaci, pokud má alespoň 95% pseudostromů větší 
délku neţ strom originální. Permutace dat v sekvencích by měla dát vţdy horší výsledek, neţ-li 
v případě stromu bez permutace dat. Tuto hypotézu si ověříme na analyzovaných sekvencích savců. 
Pokud strom touto metodou realizovaný je správný, pak všechny pseudostromy budou mít délky větší 
neţ originální strom. Pro vhodné testování zvolíme počet pseudoreplikací 400. 
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Obr. č. 56 PTP test pro 401 délek stromu  
 
Obrázek č. 56 reprezentuje výstup navrţeného algoritmu pro PTP test, kde jsme pouţili pro 
zvýšení statistické významnosti 400 permutací dat v sekvencích. Proto došlo k nevyváţenému 
vykreslení hodnot do výsledku. Délku stejnou jako originální strom neměl ani jeden z pseudostromů   
a také ani jeden z nich neměl délku menší. Všechny pseudostromy měly v daném měřítku délky 
podstatně větší. Proto lze námi konstruovaný strom povaţovat za správný a lze ho dále analyzovat. 
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5.7  Resamplingové testy 
Jak jsme jiţ zmiňovali, mezi resamplingové testy se řadí bootstrapping a jackkinfing. Tyto 
metody nám určují míru podpory existence daného uzlu na základě našich vstupních sekvencí. 
Ověřené algoritmy pouţijeme na sekvence savců a vyhodnotíme nejprve bootstrappingové hodnoty            
a poté jackknifingové hodnoty.  
Pro bootstrapping a jackknifing pouţijeme 1000 pseudoreplikací, které se budou srovnávat 
s originálním stromem.  
 
 
 
BOOTSTRAPPING 
 
Nyní si statisticky vyhodnotíme podporu jednotlivých uzlů ve výsledném stromu. Metoda 
bootstrapping je v dnešní době nejpouţívanější metodou pro vyhodnocení kvality fylogenetických 
stromů. Pro dostatečnou bootstrappingovou podporu je třeba alespoň 500 pseudoreplikací. My jsme 
naše sekvence převzorkovali 1000 krát pro vyšší věrohodnost a významnost testu.  
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Obr. č. 57  Fylogenetický strom s bootstrappingovými hodnotami pro 1000 pseudoreplikací 
 
     
Dle získaných procentuálních hodnot lze vyvodit, ţe uzly 1, 2, 3, 4 a Root jsou podporovány se 
100% shodou originálního stromu a jednotlivých pseudostromů. Máme dvě vysvětlení tohoto 
výsledku. Buď jsou tyto OTU spojené v daný uzel natolik evolučně blízké, ţe jejich bootstrappingová 
podpora je 100% nebo jsou vstupní informace o jednotlivých OTU nedostatečné. Vzhledem 
k předešlým testům a předešlé predikci je však zřejmé, ţe tyto OTU jsou si evolučně blízké. Oproti 
tomu hodnota uzlu 7 je nízká, v průměru pouhých 51 % shody. Tato hodnota nemusí nutně znamenat 
špatnou topologii stromu, ale můţe vyjadřovat informaci o nedostatečných vstupních datech o daném 
OTU. Opět se odkáţeme na předešlé testy a predikce, které jasně naznačují, ţe OTU (Velbloud 
jednohrbý) má podobnou evoluční příbuznost se zástupci koňovitých, ale také s uzlem, který tvoří 
Kočka domácí a Pes domácí. V tomto stromu není přesně evolučně začleněn mezi zvolené OTU. Tuto 
větev by bylo vhodné pro silnější podporu topologie stromu odstranit nebo přidat další OTU, který má 
blízké evoluční a anatomické vztahy k Velbloudovi jednohrbému. 
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JACKKNIFING 
 
Tento permutační test je v podstatě obdobou bootstrappingu, jen s rozdílnou permutací dat 
v sekvencích. Přesně je tento princip metody popsán v kapitole č. 3.1.2. Tato metoda není natolik 
pouţívaná jako bootstrapping, jelikoţ se  mohou některé pozice projevit více neţ ostatní a jiné naopak 
vůbec. Aby byl výsledek srovnatelný s bootstrappingem je nutné provádět více neţ 500 
pseudoreplikací a také zredukovat v kaţdé replikaci alespoň 30 % všech vzorků. V našem případě 
jsme tento test provedli pro 1000 pseudoreplikací. 
 
-0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2
Branch 1:100%
Branch 2:100%
Branch 3:100%
Branch 4:100%
Branch 6:92.3%
Branch 7:49.2%
Branch 8:93.8%
Branch 5:97.9%
Root:100%
|P48900|Kočka domácí 
|Q1HKI1|Pes domácí 
|A8DIM4|Velbloud jednohrbý 
|P92475|Osel Africký
|Q6J6X5|Kůň domácí
|Q9T9Z0|Gorila nížinná
|Q9T9X9|Orangutan bornejský 
|O78705|Klokan rudý 
|O78704|Klokan dama 
|P41304|Vačice americká 
 
Obr. č. 58 Fylogenetický strom s jackknifingovými  hodnotami pro 1000 pseudoreplikací 
 
Je velmi zavádějící, ţe procentuální hodnoty v bootstrappingovém testu jsou téměř totoţné 
s hodnotami jaccknifingu. Opět uzly 1, 2, 3, 4 a Root mají jackknifingovou podporu rovnu 100 %. 
Z této a předešlé analýzy je moţné opět posílit hypotézu o silné topologii těchto OTU a tedy                 
i robustnosti fylogenetického stromu. Naproti tomu vyšla hodnota uzlu spojující velblouda s uzlem 6 
velmi nízká. Jak jsme jiţ okomentovali tuto hodnotu v předešlém boostrappingovém testu, je toto 
OTU velmi vzdálené všem ostatním OTU natolik, aby s nimi vytvořilo silnou topologii s vysokou 
podporou.  
Vyzkoušíme si tedy zvlášť pro bootstrapping a zvlášť pro jackknifing, jestli odebrání tohoto 
savce ze zvolených OTU zvýší robustnost ostatních uzlů a podpoří tím topologii stromu. Opět 
provedeme tento test pro 1000 pseudoreplikací.  
 
 
Obr. č. 59 Bootstrappingový test bez OTU s podporou uzlů 
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Obr. č. 60 Jackknifový test bez OTU s  podporou uzlů 
 
 
Při odstranění větve, která tvořila uzel s nejniţší podporou (uzel č. 7 na obrázku č. 60), se 
vytvořil fylogenetický strom, který má jackknifovou a bootstrappingovou podporu na všech uzlech 
vyšší neţ 98,1 % na 1000 pseudoreplikací. Topologii tohoto stromu lze povaţovat za dostatečně 
robustní. Nyní máme predikci stromové struktury podpořenu třemi statistickými metodami.  
 
 
 
 
5.8 OTU jackknifing 
 
Nyní si ověříme, jak velkou měrou ovlivní topologii stromu odebrání jedné OTU z původního 
fylogenetickému stromu. Princip metody je popsaný v kapitole č. 3.2. 
Statistickou podporu topologie si ověříme pomocí navrţeného algoritmu, který je popsán v kapitole    
č. 4.3.  
 
Obr. č. 61 OTU  jackknifingová podpora 
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Z předchozích statistických analýz jsme si potvrdili podporu topologie stromu, která se jeví 
jako velmi robustní, pokud neobsahuje sekvenci Velblouda jednohrbého. OTU jackknifing nám 
vyjádřil, jaký vliv má odstranění jednoho OTU na topologii originálního stromu. Zde se podpora pro 
danou topologii originálního stromu výrazně zhoršila. Procentuální hodnota vypsaná spolu s názvem 
OTU vyjadřuje, kolik je shodných uzlů mezi originálním stromem a pseudostromy ku celkovému 
počtu uzlů. Pro tyto sekvence je proměnnost topologie významná. Avšak procentuální hodnoty vyšší 
neţ nula nemusí nutně znamenat, ţe jsou OTU s touto hodnotou vhodné k odstranění pro podporu 
topologie stromu. Budeme spíše vycházet z předchozích analýz, kde nejméně robustní uzel vytvářel 
Velbloud jednohrbý. Proto toto OTU odstraníme a vyhodnotíme, zda došlo k zlepšení robustnosti 
topologie daného stromu či nikoliv. 
 
 
Obr. č. 62 OTU  jackknifing bez sekvence aminokyselin Velblouda jednohrbého 
 
Na obrázku č. 62 vidíme, ţe stanovení podpory jednotlivých uzlů se zvýšilo oproti OTU jackknifingu 
na obrázku č. 61. Potvrdil se výsledek analýzy z kapitoly srovnání dvou stromů, ţe pro dostatečně 
robustní strom by se mělo odstranit OTU, které je reprezentováno sekvencí aminokyselin Velblouda 
jednohrbého. Pro silně robustní topologii stromu je vhodné odstranit uzel, který je tvořen primáty. 
Tento předpoklad si ověříme.  
 
Obr. č. 63 OTU  jackknifing bez sekvencí zástupců primátů a Velblouda jednohrbého 
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Výsledné procentuální hodnoty jasně naznačují, ţe tento fylogenetický strom je silně robustní pro 
OTU jackknifingový test. Daná skupina OTU na obrázku č. 63 je tedy vhodná pro analýzu evolučních 
vztahů. K odebraným sekvencím by bylo vhodné získat více informací, které by byly následně 
zakomponovány do výsledného stromu. 
 
 
5.9 Vyhodnocení statistické analýzy 
Nyní máme jednotlivé statistické analýzy vyhodnoceny pro stejnou skupinu OTU s různými 
analýzami a vyhodnoceními pomocí námi realizovaných algoritmů. Pro úplnou podporu topologie 
výsledného stromu si vytvoříme takový strom, který bude mít vypsány všechny procentuální hodnoty 
z jednotlivých statistických analýz. Také dále zohledníme srovnání dvou stromů zkonstruovaných 
odlišnými metodami a predikci.  
 Nejprve se zmíníme, ţe topologie výsledného stromu je dle PTP testu spolehlivá, 
jelikoţ délka původního stromu je mnohem menší neţ délky stromu sestrojených po 
permutaci  dat v původních sekvencích. Ani jeden ze 400 pseudostromů neměl délku menší či 
totoţnou s délkou originálního stromu. Z toho lze usoudit, ţe výsledný fylogram není náhodným 
správným spojením OTU, ale je evolučně podloţený na základě vstupních dat. 
 Nyní si podporu zvýšíme pomocí výsledku srovnání dvou stromů konstruovaných různými 
metodami. Zde výsledek udával změnu v topologii stromu vlivem sekvencí Orangutana bornejského, 
Gorily níţinné a Velblouda jednohrbého. Po jejich odstranění jsme získali fylogramy, které při 
různých konstrukčních metodách vytvářely shodnou topologii. Pro tyto sekvence byla podpora 
topologie silně robustní (viz obrázek č. 53 a obrázek č. 54).  
 Resamplingové metody a OTU jackknifing si nyní vykreslíme společně do jednoho stromu     
a vyhodnotíme podporu topologie s ohledem na předešlé statistické testy. Počet pseudoreplikací pro 
bootstrapping a jackknifing byl roven 1000. 
 
 
Obr. č. 64 Vyhodnocení jackknifingu, bootstrappingu a OTU jackknifingu 
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Obrázek. č. 64 nám vyjadřuje podporu jednotlivých uzlů pomocí bootstrappingu                      
a jackknifingu. Vidíme, ţe podpora některých uzlů je stoprocentní, a to především těch OTU,              
u kterých jsme v kapitole č. 5.2 predikovali významnou evoluční příbuznost. Těmito OTU, které tvoří 
robustní uzly, jsou Kůň domácí s Oslem africkým, Klokan dama s Klokanem rudým a Vačicí 
americkou. Orangutan bornejský spolu s Gorilou níţinnou také vytvořili společný uzel s vysokou 
podporou, avšak odstranění sekvence Orangutana bornejského způsobilo změnu v topologii stromu dle 
testu OTU jackknifing (viz obázek č. 61). V tomto případě došlo k přemístění Velblouda jednohrbého 
a vzniku nového uzlu, který je patrný při srovnání obrázků č. 65 a č. 66. Změna uzlu je vyznačena 
modře. 
 
 
Obr. č. 65 Originální strom bez sekvence Orangutana bornejského 
 
 
 
Obr. č. 66  Pseudostrom bez sekvence Orangutana bornejského 
 
Pokud podrobněji zhodnotíme výsledky OTU jackknifingu, při odstranění jednotlivých OTU 
došlo ve všech případech, kromě 0% hodnot, ke změně uzlu u Velblouda jednohrbého. Dle predikce, 
srovnání dvou stromů a resamplingových testů by bylo vhodné, pro zvýšení robustnosti topologie 
fylogenetického stromu, odstranit sekvenci, která představuje sled aminokyselin ubikvitinu Velblouda 
jednohrbého. Toto odstranění by mělo mnohonásobně zvýšit statistickou podporu topologie stromu. 
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Obr. č. 67 Vyhodnocení jackknifingu, bootstrappingu a OTU jackknifingu bez Velblouda jednohrbého 
 
 
Nyní je z obrázku č. 67 zřejmé, ţe velký vliv na sníţení robustnosti topologie výsledného 
fylogenetického stromu měla sekvence, kterou jsme odstranili. Tato topologie má velmi silnou 
podporu uzlů, avšak ne s hodnotami odpovídajícími silně robustnímu stromu. Pokud chceme získat 
takový strom, je vhodné odstranit také oba zástupce primátů, kteří jsou evolučně mnohem vyspělejší 
neţ ostatní OTU. Jejich odstraněním si potvrdíme předchozí výsledky testů pro ověření robustnosti 
topologie stromu. 
 
 
Obr. č. 68 Vyhodnocení jackknifingu, bootstrappingu a OTU jackknifingu s vysokou robustností 
stromu 
 
Na obrázku č. 68 vidíme strom, který má silnou podporu uzlů a při odstranění jednoho z OTU nedojde 
k ţádné změně topologie stromu. To je vyjádřeno nulovými hodnotami testu OTU jackknifing. 
Topologii tohoto fylogenetického stromu lze povaţovat za statisticky významnou a tedy i robustní.  
Pro další analýzu by bylo vhodné původní sekvence odstranit do podoby dle obrázku č. 68, 
abychom mohli pracovat se silnou podporou topologie. Pokud tyto sekvence potřebujeme analyzovat 
všechny, je nutné si získat více informací o evoluční příbuznosti mezi jednotlivými OTU a nebo 
pracovat s méně robustní topologií. 
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6 ZÁVĚR 
Výstupem diplomové práce je program, který umoţňuje statistické vyhodnocení fylogeneze 
biologických sekvencí. Tento program obsahuje čtyři algoritmy pro jednotlivé statistické testy. 
Umoţňuje shrnutí všech statistických analýz najednou. Je realizovaný v grafickém prostředí GUI 
Matlab R2009a pro lepší uţivatelskou dostupnost.  
 Pro sestavení těchto algoritmů jsme nejprve museli vypracovat literární rešerši k dané tématice. 
Pro začátek jsme se zabývali problematikou sběru genetických dat pomocí nejznámějších 
laboratorních metod či jejich získání pomocí přístupných databází genů. Pro pochopení evoluční 
vzdálenosti jsme si popsali typy mutací, které mezi sekvencemi probíhají. Mutace jsme si popsali dle 
matematických modelů pro výpočet evolučních vzdáleností. Z těchto vzdáleností lze konstruovat 
fylogenetický strom. 
Na tuto kapitolu jsme navázali popisem anatomie a funkce fylogenetických stromů, 
konstrukčními metodami a jejich výhodami a nevýhodami v praktickém vyuţití.  
Také jsme zabývali nepřesnostmi, které vedou k nesprávnému vyhodnocení fylogeneze zapříčiněné 
špatnou volbou vstupních dat a špatným výpočtem distanční matice. Zmínili jsme artefakty vznikající 
při vykreslení fylogenetických stromů, které jsou neţádoucí v jejich topologii. 
 Na tuto teorii jsme navázali popisem jednotlivých statistických metod, které jsme si 
demonstrovali vhodnými příklady fylogenetických stromů. 
 Z těchto znalostí jsme vytvořili jednotlivé algoritmy, které splňují teoretické předpoklady pro 
statistické testy fylogenetického stromu. Jejich správnou funkci jsme popsali, doplnili vývojovými 
diagramy a ověřili na nereálných sekvencích, které jsme si sami navrhli.  
 Jakmile byla ověřena jejich správná funkce, byli jsme schopni tyto algoritmy pouţít k analýze 
reálných biologických sekvencí. Tyto sekvence byly získány z databáze NCBI a reprezentovali deset 
savců. 
 Před samotnou statistickou analýzou jsme si ještě určili vliv změny distančního modelu            
a substituční matice pro výpočet matice distancí. Z této analýzy jsme vyhodnotili jako nejvhodnější  
metodu Poissonovy korekce pro zvolené sekvence aminokyselin. Také před samotnou konstrukcí 
fylogenetického stromu jsme vyhodnotili biologické informace o jednotlivých OTU a vypočítali počet 
rozdílných aminokyselin na příslušných pozicích mezi všemi OTU. Z těchto výstupů jsme se pokusili 
o predikci topologie stromu a spojování jednotlivých OTU.   
Na základě zvolené metody výpočtu distancí jsme zkonstruovali fylogenetický strom metodou 
Neighbor joining, jehoţ topologii jsme dále pomocí statistických testů zvyšovali. Nejprve jsme 
srovnali stromy sestrojené pomocí dvou konstrukčních metod, a to metodou UPGMA a Neighbor 
joining. Při srovnání těchto stromů byly topologie rozdílné. Po odstranění sekvencí Gorily níţinné, 
Orangutana bornejského a Velblouda jednohrbého byly topologie obou stromů stejné. V tomto testu se 
tedy strom jevil dostatečně robustní jen při deleci zmíněných OTU.  
 Statistickou významnost jsme se pokoušeli zvýšit hodnocením zkreslení délek jednotlivých 
větví. Zde jsme vypočítali korelační koeficient mezi námi vypočítanými délkami větví dle metody 
Neighbor joining a délkami větví vyhodnocenými algoritmem. Tento korelační koeficient vyšel 
stoprocentní, kde minimální odchylka byla způsobena pouze zaokrouhlením systému. Proto jsme toto 
zkreslení zanedbali. 
Následujícím testem pro zjištění správné topologie stromu byl PTP test, jehoţ výsledky nám 
potvrdily, ţe sestrojený fylogenetický strom není náhodným spojením OTU, ale je evolučně podloţený 
na základě vstupních dat.  
Jakmile jsme měli potvrzenou oprávněnost topologie fylogenetického stromu, vyhodnotili jsme 
resamplingové testy a OTU jackknifing. Z těchto analýz nám vyšly výsledky s velmi vysokou 
podporou topologie. Kaţdý z těchto testů jsme vyhodnotili pro 1000 pseudoreplikací pro zvýšení 
statistické významnosti procentuálních výsledků. OTU jakcknifing nám poskytl velmi vysoké 
procentuální hodnoty, které vedli nízké podpoře topologie stromu. 
Program nám umoţnil statistickou analýzu topologie stromu na reálných sekvencích. Program 
je unikátní v tom, ţe spojuje nejdůleţitější statistické testy pro podporu topologie stromu. Tento 
program lze tedy pouţít pro výzkum evolučních vztahů zaloţených na fylogenetických stromech.  
. 
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